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Excmao. St. Presidente,
Excmos. e Tlustrisimos Sras y Sres Académicos,
Sefioras y Sefiores,

Acudimos con gran emocién y sentido de responsabilidad para ingresar en
esta docta Academia, reconociendo nuestra simpatia a todos los que nos han
favorecido con su aquiesciencia.

Durante el amplio periodo de tiempo que dedicamos a la investigacion,
contactamos con numerosos ¢ importantes investigadores entre los que men-
clonamos:

En primer lugar con nuestro mas profundo agradecimiento al Profesor
Angel Santos Ruiz, pleno de méritos cientificos, académicos y morales, quien
siempre crey6 en nuestras cualidades investigadoras y docentes.

Igualmente tenemos que agradecer al Profesor Arne Wilhelm Kariu Tise-
lius (Premio Nobel de 1948), de la Universidad de Upsala, por el fuerte estimu-
lo que represent para nosotros sus consejos.

También recordamos al Profesor Micheel, de la Universidad de Miinster
quien fue nuestro director cientifico en Alemania.

Al Profesor José-Maria Albareda, quien nos estimulé en la investigacion,
Al Profesor José Botella Llusia, por su apoyo cientifico.

Al Profesor Manuel Lora Tamayo, con el que coincidimos en distintos pro-
yectos de investigacion del C.S.1.C., quien nos aconsejo en nuestra trayectoria
cientifica. '

Al Profesor Antonio Gonzdlez Gonzalez, con el que también estuvimos
coordinados en proyectos del C.S.I.C..

Debemos reconocer las atenciones recibidas de otros muchos investigado-
res, con los que tuvimos frecuentes contactos de trabajo y participamos en



distintas publicaciones cientificas y en Congresos y que entre otros podemos
recordar:

Al Profesor Jeffrey Harborne, de la Universidad de Reading, Inglaterra.
Al Profesor Ken Markham, de la Universidad de Petone, Nueva Zelanda.

Al Profesor Eckhard Wollenweber, de la Universidad de Darmstad, Alema-
nia.

Al Profesor Philippe Lebreton, de la Universidad de Lyon, Francia.
Al Profesor Jean Chopin, de la Universidad de Lyon, Francia.

Al Profesor Bernard Voirin, de la Universidad de Lyon, Francia.
Al Profesor Maurice Jay, de la Universidad de Lyon, Francia.

Al Profesor Wolfran Trowitz, de la Universidad de Berlin.

Al Profesor Angel Villar, Catedritico de Farmacologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

Al Profesor de Investigacion Francisco A. Tomds Barberdn, Director del
Laboratorio de Fitoquimica del CEBAS de Murcia, continuador de la linea de
investigacion que iniciamos, apoyado por el Profesor Dr. Ferreres de Arce y
las Investigadoras Dra. Gil Muiloz y Dra. Garcia-Viguera.

Recordamos al Profesor Rafael Caddrniga Carro, Catedratico de Farmacia
Galénica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Ma-
drid, que nos precedié en 1994 con el sillén 26 de Numerario de esta digna
Academia y ausente desde 1999.

Agradecemos muy sinceramente a nuestros fres presentadores en la Real
Academia de Doctores de Espaiia, para Académico Numerario 26, de la Sec-
ci6én de Farmacia, y que son:

El Dr. Carlos Barros Santos, Dr. en Veterinaria y Académico Numerario de
dicha Secci6n.

- Director del Centro de Alimentacion y Nutricién de Majadahonda.

- Director y fundador de la Revista Alimentaria.



La Dra. Maria Cascales Angosto, Académica Numeraria de la Seccion de
Farmacia.

- Presidenta de la Seccién de Farmacia de esta Academia.
- Medalla de Oro al mérito doctoral, de esta Academia.

El Dr. Luis Cepeda Mufioz, Académico Numerario de la Seccién de Far-
macia, hasta hace poco vicepresidente de la Real Academia de Doctores de
Espafia.

- Ha sido, Jefe de la Inspeccién Técnica de Farmacia, de Registros y Medi-
camentos y de la Unidad de Medicamentos Especiales y Miembro del
Comité de Medicamentos de la Unién Europea.

- Subdirector del Centro Nacional de Farmacobiologia.

Como buen amigo que es, ha tenido la amabilidad de hacerme la Contesta-
cién, por lo que le estoy muy agradecido.

Finalmente mencionaremos: A mis predecesores, mi abuelo materno, far-
macéutico y quimico y al paterno, notario.

Y a mis padres y esposa que siempre me animaron.
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INTRODUCCION

En investigacion no podremos avanzar si desconocemos lo que realizaron
quienes nos precedieron.

Como ejemplo, citaremos los trabajos cientificos de Albert Einstein, que
fueron analizados por el Profesor Jiirgen Renn y opinaba que cada uno de
ellos era la consecuencia final de una larga cadena de investigaciones hechas
por los maestros de la fisica cldsica, Boltzmann, Planck y Lorentz, cuyos re-
sultados eran interpretados por Einstein desde una perspectiva nueva con
implicaciones revolucionarias.

Einstein en su teoria sobre la composicién de la luz, por la que recibi6 el
Premio Nobel en 1922, se bas6 en los trabajos de Planck, sobre la frecuencia de
la luz en relacién con la energia y en la teoria que Newton emitio, quien sus-
tentaba que la luz era un rayo de particulas, estableciendo su célebre paradoja
de que la [uz tiene propiedades tanto de ondas como de particulas, disponien-
do de una frecuencia como ondas y ademds de unos cuantos energéticos, que
mads tarde se llamarian fotones.

~ Los trabajos de Einstein sobre fisica hay que interpretarlos como bésicos
y de ciencia pura, pero pueden servir de ejemplos aplicables a otros campos
de la ciencia, en cuanto a su metédica de informacion inicial sobre las inves-
tigaciones de otros cientificos, en cuyos trabajos se basaba para obtener sus
conclusiones originales.

En Bioquimica, en Biologia y en Medicina, podremos encontrar numerosos
ejemplos donde determinadas publicaciones sirvieron de base para hacer in-
vestigaciones relevantes.

La observacién de dos enfermedades carenciales vitaminicas, el beri-beriy
el escorbuto, pudieron inspirar a unos bidlogos a estudiar sustancias o vitami-
nas que pudiera curar una purpura de etiologia desconocida.
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El beri beri (del cingalés “beri”, debilidad), se manifiesta como una poli-
neuritis periférica grave y en cuya sintomatologia es frecuente la paralisis, la
hidropenia y la insuficiencia cardiaca. Se trata de una enfermedad producida
por la deficiencia de la vitamina antineuritica B, relacionada con la ingesta de
arroz molido y descascarillado y por tanto sin vitamina Bi, que ha provocado
numerosas muertes.

El escorbuto (denominacién derivada del antiguo neerlandés, que significa
tifia), es una enfermedad de curso lento, debida a la falta o insuficiencia de
vitamina C. Muestra tumefaccién en las encias, depresién nerviosa, tinte
amarillo de la piel y equimosis subepidérmicas que suelen ulcerarse, ane-
mias, hemorragias maltiples, dolores articulares, cuyas peculiaridades han
sido descritas en numerosas narraciones pretéritas de viajes en barco. Esta
afeccién ataca también a los niflos de pecho alimentados sélo con leche este-
rilizada que muestran anemia.

Una tercera enfermedad o anomalia, la pirpura hemorréagica inespecifica,
no relacionada con enfermedades ni con estados seniles, estuvo muy difun-
dida en la Europa Central y Nordica y se mostraba con ptrpuras en la cara
y en el cuerpo, con fuertes dolores, sobre todo a bajas temperaturas y con el
gjercicio fisico intenso, debido a las extravasaciones sanguineas subcutdneas.

La purpura es una afeccién caracterizada por la formacién de manchas
rojas en la piel, por la rotura de los capilares sanguineos y pueden ser la expre-
sion de diferentes enfermedades. De algunas haremos una breve descripcion:
Piarpura de Schénlein-Henoch, de sintomatologia abdominal; Parpura hemo-
rragica, por depdsito de hemosiderina; Parpuras relacionadas con infecciones
como neoplasias, amiloidosis, etc.;Parpura crioglobulinémica, que se presen-
ta en diferentes procesos, como kala-azar, mieloma, lupus, leucemias, etc.;
Purpura trombopénica relacionada con una marcada trombopenia; Purpura
fulminans, ocasionada por embolismo séptico; Parpura gangrenosa, seguida
de gangrena cutdnea; Plarpura escorbttica, antes descrita; Pirpura tromboti-
ca o trombocitopénica, de cardcter muy grave con hemorragias diversas.,, etc,
etc.

Un equipo de investigadores hungaros decidié estudiar la parpura hemo-
rrigica inespecifica, con la presuncién de estar ante una enfermedad carencial
del tipo del beri beri y del escorbuto. Szent-Gidrgyi y colaboradores publica-
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ron en la prestigiosa revista Nature, tres trabajos en 1936 y otro en 1937, todos
relacionados con la que llaman vitamina P, contenida en la Citrina procedente
del limén y compuesta por hesperidina, predominantemente, acompafiada
con algo de eriodictiol y vitamina C. Utilizaban cobayas rasuradas a las
que se les provocaba la ptrpura hemorrégica con alimentos apropiados. Al
administrarles Citrina por via intravenosa, desaparecian los sintomas de la
enfermedad en una sola noche. Para conocer la composicién de la Citrina
tuvieron que recurrir a la cristalizacién. También comunicaron que para
obtener efectividad curativa era necesario emplear la hesperidina con peque-
fias cantidades de vitamina C, pero que la hesperidina o el 4cido ascérbico,
empleados aisladamente, no curaban la enfermedad. La denominacién de la
Citrina como vitamina P puede corroborar la tesis de que los investigadores
hiingaros creyeron encontrarse ante una enfermedad carencial vitaminica.

Los trabajos expuestos, pese a ser comunicaciones condensadas de una
pagina como méximo, produjeron un gran impacto cientifico, pues daban a
conocer como primicia la accion farmacolégica de un flavonoide, por lo que
conjuntamente con un estudio sobre los procesos metabdlicos de la vitami-
na C y sobre la catdlisis del 4cido fumdrico, se le concedié a Szent-Gidrgyi
el Premio Nébel en 1937. Su fina intuicion cientifica le hizo investigar sobre
los flavonoides y la vitamimina C, y posteriormente se demostrd, que existe
una relacion entre ambas sustancias, el flavonoide se comporta como agente
economizador del 4cido ascérbico, por acelerar la reaccion que transforma el
4cido dehidroascorbico en acido ascorbico.

El 4cido ascérbico interviene a su vez en la sintesis del coldgeno, por la nece-
sidad de producir lisina y prolina para obtener la sintesis del colageno.

También se conoce que los flavonoides influencian la reticulacién de las
fibras del coldgeno y favorecen su estabilidad, como sucede con la hidroquer-
cetina, rutina, naringenina y las catequinas.

Los flavonoides y la vitamina C, muestran una relacién interactiva de gran
interés, lo que intuyé Szent-Gyorgi en sus trabajos sobre ambos compuestos.

Szent-Gydrgyi, publica en 1955, un interesante trabajo cientifico sobre las
perspectivas de los flavonoides, de los que opina les espera un futuro muy
esperanzador,
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Nosotros consideramos a Szent-Gidrgyi como el auténtico promotor de la
investigacion de los flavonoides.

En su época fue considerado como el mejor bidlogo de siglo XX, y el creador
de la biologia celular quien consideraba a las células como un plasma electr6-
nico activado.

En 1957 lanzd un mensaje hacia el futuro de gran importancia y opina que
los quelatos que los flavonoides forman con los metales aportan unas impor-
tantes funciones bilégicas y es posible que ello constituya la clave para enten-
der sus comportamientos en el mecanismo de la vida.

En el momento actual, todas las expectativas optimistas sobre los flavo-
noides se han superado y nos ofrecen una rica realidad de avances en sus
conocimientos, en sus bioactividades y en sus farmacologias, pero creemos
que aun nos esperan sorpresas agradables en la investigacién bioldgica de los
flavonoides.
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GENERALIDADES

De todo el carbono sintetizado por las plantas corresponde a los flavonoides
un 2%, aproximadamente, seglin Smith en 1972.

Segiin Harborne, se han identificado més de 4.000 flavonoides diferentes en
plantas vasculares. Seguramente su nimero debe de ser mucho mayor, ya que
es relativamente pequefio el ndmero de especies analizadas. Por otra parte de-
bemos considerar la gran cantidad de variantes que pueden obtenerse de una
estructura bésica, segiin sean los sustituyentes : hidroxilos, metoxilos, meti-
los, isoprenilos,etc,. También pueden presentar distintos grados de polimeri-
zacion (monomérico, dimérico, oligomérico) y de conjugacién (glicosidacion,
malonilacién, sulfatacion).

Las estructuras bdsicas de los flavonoides estin condicionadas por la clase
de los sustituyentes que tienen: la tangeretina, sinensetina y derivados muy
metoxilados son liposolubles y los glicésidos en general son hidrosolubles. Los
pesos moleculares son muy variables, la flavona tiene un peso molecular de
222,y por contraste en las primulaceas hay un pigmento antocidnico azul con
peso molecular de 1759.

El namero de flavonoides que contienen las distintas especies es muy varia-
ble, pudiendo superar en mds de cincuenta el nimero de estructuras diferen-
tes en una sola planta. Fl significado biolégico para cada especie esta todavia
por aclarar.

Un aspecto de gran consideracion en el campo boténico es la constancia en
la dotacién de flavonoides para cada especie.

La distribucién es muy amplia en las distintas especies vegetales, localizdn-
dose preferentemente en 6rganos aéreos, como hojas, tallos y flores, normal-
mente como heterésidos, lo que puede facilitar su estudio y sus hibridacio-

nes.
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La cantidad de trabajos de investigacién sobre flavonoides es tan grande
que es dificilisimo establecer su ndmero, pero supera varias decenas de miles.
El interés de su conocimiento estd basado en las propiedades que muestran:
caracter antioxidante, anticancerigeno,vasoprotector,antiinflamatorio,antiba
cteriano,antifiingicos,inhibidores de procesos enzimaticos, modificadores de
los niveles del colesterol y de los lipidos, antiagregantes plaquetarios, activi-
dad estrogénica y otras muchas propiedades bioactivas y farmacoldgicas.

Por o anteriormente expuesto, los flavonoides son de gran interés para los
quimicos, biélogos, botanicos, farmacélogos, alergélogos, oncélogos y otros
muchos especialistas.
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QUIMICA

En las plantas las estructuras de las agliconas de los flavonoides pueden ser
muy variadas, pero su nucleo bésico estd formado por quince carbonos confi-
gurados por C6-C3-C6, que implica a dos anillos fenélicos unidos entre si por
una configuracion C3 acompafiado generalmente por un -O- para constituir
el anillo C, o anillo central. Al fenol de la izquierda se le denomina anillo Ay
al que expresamos a la derecha se le llama anillo B.

Los flavonoides se consideran estructuralmente derivados de la 2-fenil-ben-
zo-gama —pirona, que se denomina FLAVONA.

En la naturaleza existen algunas agliconas, pero normalmente los derivados
glicosidos son los que predominan.

Las variaciones estructurales sobre el ntcleo basico se forman en la natu-
raleza por : hidroxilacién, metilacién de grupos hidroxilos en orto, dimeriza-
cién, glicosidacion de hidroxilos libres para la formacién de O-glicésidos, o
del C del nicleo para formar C-glicosidos, preferentemente en las posiciones
6 v 8, sulfatacién, acilacion, implicacién de los C del niicleo con grupos isopre-
noides, etc.. A efectos de clasificacién son importantes el doble enlace entre
C-2 y C-3, o la saturacién del mismo, y la presencia de un hidroxilo en C-3.
Fundamentalmente se consideran los siguientes grupos: flavonas, flavonoles,
flavanonas, dihidroflavonoles, isoflavonas, chalconas y auronas.

Las sustancias relacionadas con los flavonoides son: catequinas, leucoanto-
cianos, antocianos, y neoflavonas.

Las caracteristicas diferenciales de los flavonoides son: Las flavonas dis-
ponen de doble enlace entre 2-3. Los flavonoles ademds tienen un hidroxilo
en posicién 3. Las flavanonas derivan de las flavonas por supresion del doble
enlace entre 2-3. Las chalconas muestran el anillo C abierto. Las isoflavonas
que tienen el anillo B unido al C-3 en vez del C-2, como es la daidzeina y la
genisteina.
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Los C- heterdsidos en C-6 y en C-8 se muestran con poca frecuencia en la
naturaleza.

Otras estructuras poco frecuentes pero muy interesantes son los derivados
isoprenilados , generalmente en ¢l C-6 y en C-8.

La metilacién nuclear produce derivados C-metilados , como la 6-C-metil
apigenina (Rabesa y Voirun, 1979).

La condensacién de dos nidcleos de flavonoides conduce a los biflavonoides,
como la amentofenona.

En 1974, Lee et al., demostraron por técnicas de difraccién de rayos X, haber
encontrado una flavanona con un bromo en posicién C-8, en una planta em-
-pleada en medicina china.

Por metilacién de agrupaciones orto-dihidroxilicas se forman derivados
metilen-dioxi (Bouillant el al. 1978).

La ciclacién de derivados isoprenilados con hidroxilo en orto conduce a
estructuras tetraciclicas (Camela et al., 1980).

Los acidos organicos pueden acilarse a los hidroxilos de un flavonoide, por
biosintesis, obteniéndose los flavonoides acilados como el encontrado por
Wollerbewer et al., en 1978.

Mis frecuente es encontrar derivados acilados en heterésidos, especialmen-
te del acido cindmico, benzoico, acético y otros acidos alifaticos.

Se han identificado unos flavonoides con estructuras muy complejas como
el derivado del trifenilmetano , encontrado por Selligman y Wagner, (1981) yel
moracenin-B, con caricter hipotensivo, encontrado por Oshima et al., (1981).
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EVOLUCION DE LOS METODOS
DE ANALISIS DE FLAVONOIDES

Fl punto de partida que incita a los investigadores a trabajar sobre los fla-
vonoides lo situamos en el afio 1936, con el trabajo publicado en Nature por
Rusznyak y Szent-Gitrgyi, sobre la actividad farmacolégica de un flavonoide
del limén al que denominan vitamina P.

Inicialmente los métodos de aislamiento e identificacion de los flavonoides
y de las sustancias orgdnicas naturales en general, consistian en extracciones
acuosas, en frio o en caliente, a diferentes pH, con distintos alcoholes y di-
solventes orgdnicos, con variados sistemas de concentracion y empleando la
cristalizacién como mejor sistema de purificacién antes de identificarlos por
medio del anélisis elemental orgdnico y diferentes reacciones de color y otros
sistemas que necesitaban de un gran esfuerzo y tiempo.

Se puede considerar al afio 1948 como el del comienzo revolucionario de
los métodos de andlisis para la separacién e identificacion de toda clase de
sustancias naturales y de procedencia animal, como consecuencia de las
investigaciones sobre electroforesis y adsorcion, en principio especialmente
aplicadas a las proteinas del suero humano, efectuadas por el Profesor sueco
de la universidad de Upsala, Arne Wilhelm Kaurin Tiselius, por las que obtu-
vo el Premio Nobel de Quimica.

Las repercusiones de estos trabajos son mucho més amplias delo que pueda
suscitar su enunciado. Se generaliza la realizacién de los proteinogramas que
informan, con técnica facil y rapida, de los componentes proteicos del suero,
la prealbtimina, la albtimina y de las globulinas alfa-1, alfa-2, beta-1 beta-2 y
gama, y se analizan sus valores normales y patologicos relacionados con gran
ndmero de enfermedades. La técnica es aplicable a todos los fluidos biol6gicos

de animales y plantas.

Las investigaciones de Tiselius sobre la adsorcién y la electroforesis contri-
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buyeron en gran medida al desarrollo de los métodos cromatograficos sobre
papel, capa fina y columnas. Posteriormente se avanzé extraordinariamente
en la electroforesis para la determinacién del ADN y RDN, que llevaron al
conocimiento del genoma humano en el afio 2.000.

En los afios 1954 y 1955, conseguimos una beca en la universidad de Miinster
in Westfalia en Alemania, y como dato curioso mencionaremos que en esos
anos solo siete universitarios espafioles estuvimos en el extranjero con becas
de investigacion, entre los cuales tres farmacéuticos de la Universidad Com-
plutense de Madrid, coincidimos en Miinter, Manuel Losada, quien fue Ca-
tedratico de Bioquimica de la Universidad de Sevilla y que obtuvo el Premio
Principe de Asturias, Gonzalo Jiménez, quien fue Profesor de Investigacién
y Secretario General del C.S.1.C., durante un dilatado periodo de tiempo v, el
tercero el que suscribe estas lineas.

El Profesor Tiselius impartié varias conferencias en la citada universidad,
pudiendo asistir a las mismas, y quedamos impresionados por la sencillez y
facilidad de expresion en los temas cientificos que desarrolld. En Japon se
recuerda al Profesor Tiselius todos los afios, en convenciones relacionadas
con la electroforesis, innovacién tecnoldgica sin Ia cual no se podria haber
investigado el ADN y en consecuencia el genoma humano y de los distintos
seres vitales, como bacterias, virus, plantas y animales, todo ello apoyado en
sistemas informadticos sofisticados.

Por coincidir nuestra estancia en Alemania con un gran fervor por las
nuevas técnicas derivadas de las investigaciones sobre la electroforesis y la ad-
sorcion por Tiselius y su aplicacién en los diferentes sistemas cromatograficos,
como anécdota citaremos que realizamos uno de los primeros trabajos sobre
cromatografia de papel acetilado, para la separacién e identificacion de los
estrégenos urinarios, estrona, estriol y estradiol, comprobando que el estriol
aumentaba considerablemente con el desarrollo del embarazo, Jo que se rela-
ciond con la vitalidad fetal, e interpretando su disminucién con una anomalia
o incluso muerte fetal. Los estrégenos estdn relacionados con los flavonoides
por la similitud de sus estructuras, especialmente por su anillo A de tipo fe-
ndlico, similar a flavonoides como la genisteina y daidzeina.

La electroforesis sobre papel y la cromatografia sobre papel fueron las inno-
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vaciones técnicas que mds influyeron inicialmente sobre el aislamiento de las
sustancias naturales, y por tanto en la metodologia de los flavonoides.

En ambas técnicas se utilizaron los papeles de la marca Whatman n° 1, para
pequefias cantidades e identificaciones y el n°® 3 para cromatografia preparati-
va, que permite separar grandes cantidades de sustancias. El papel de la marca
Schliissel fué también utilizado, pero con menos éxito que el Whatman., Se
probaron distintos grados de acetilacién en los papeles para cromatografia,
encontrando los mejores resultados con un grado del 30%. Para la electrofore-
sis los papeles acetilados dieron muy buenos resultados.

En 1956, se publica en Espaiia el primer trabajo de fracciones estrogénicas
separadas por cromatografia sobre papel (Tomds Lorente,F, y Santos Ruiz,
Al).

En 1965, se publica en Espaiia uno de los primeros trabajos sobre separacion
de flavonoides por cromatografia sobre papel (Tomas et al.)

Harborne publica en 1967 un interesante trabajo sobre [a bioquimica de los
flavonoides; en 1973 hace una revisién sobre los métodos fitoquimicos y en
1975 otra revision que alcanzard gran fama, “The flavonoids™

En 1970, Mabry et al,, publican el libro “The systematic identification of fla-
vonoids”, que conjuntamente con el publicado en 1975 por Mabry y Markham,
“Mass spectrometry of flavonoids”, fueron libros de consulta diaria para los
especialistas en la investigacion de flavonoides.

Markham, en 1975 y en 1982, publica dos libros, sobre el aislamiento e iden-
tificacién de los flavonoides, que fueron manuales de consulta.

De 1973 a 1976, Tomads et al., hacen tres publicaciones sobre el estudio de la
estructura de los flavonoides en el ultravioleta-visible.

Hacia 1950, comienzan a utilizarse la instrumentacién espectrofotométrica,
que pocos afios después seria muy perfeccionada y desempefiaria una gran
ayuda para conocer las estructuras de las sustancias orgénicas naturales y
entre ellas la de los flavonoides, que se disolvian en medio metanélico para
hacerles un barrido del visible al ultravioleta, cuyo procedimiento se llamo
estudio espectrofotométrico Visible-Ultravioleta.
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Los resultados de los flavoneides en su estudio Ultravioleta-Visible se com-
plementaban con los resultados obtenidos de sus complejos metalicos y en
medio alcalino.

La espectrometria de masas supuso un gran paso para conocer las estruc-
turas de los flavonoides. Inicialmente se podia conocer el ién molecular y
algunos fragmentos del mismo. Al emplear los derivados permetilados y
perdeuterometilados fue posible analizar los compuestos hidrofilos y sus
fragmentaciones de modo mas perfecto.

La Resonancia Magnético Nuclear de Protones, complementé los resultados
de la anterior técnica mencionada y se pudo analizar también los azicares en
los heterésidos. Inicialmente se necesitaban relativas grandes cantidades del
compuesto a analizar, que se derivatizaban previamente,

Los avances tecnoldgicos que influyen en la investigacion de los flavonoi-
des, en la segunda mitad del siglo XX hasta el momento actual, los pode-
mos enunciar sucintamente:

La cromatografia sobre papel en sus modalidades de ascendente, descen-
dente y circular.

La cromatograffa en capa fina, con distintos soportes de gel de silice, celu-
losa, poliamida, agarosa, etc. (Tomas et al,, 1970).

La cromatografia en columna, con distintos rellenos, entre otros de gel de
silice, poliamida, distintos tipos de Sephadex, amberlitas, etc. ('Tomds et al,,

1972, 1973).

La cromatografia gaseosa, para sustancias volatiles y derivados volatiles,
que acoplada a la espectrometria de masas supuso un gran adelanto,

La espectrofotometria de infra Rojo (Tomds et al., 1973 ).

La espectrometria de masas normal y la de alta resolucion, asi como el em-
pleo de los permetilados y perdeuterometilados (Tomads et al., 1982, 1986).

La difraccién de rayos X.

La electroforesis sobre papel y en capa fina para la identificacién de sulfatos
y glucurénidos de flavonoides (Tomads y Ferreres, 1988).
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La resonancia magnética nuclear de protones y la de Carbono 13.

Los logros méas modernos e innovadores se han conseguido con sistemas de
columnas cromatogréaficas de alta resolucién en fase reversa, con detectores
de red de diodos acoplados a espectrometria de masas y a la resonancia mag-
nética nuclear de protones (Tomas Barberan et al,, 1985).

Investigacién de la estructura de los flavonoides

Reacciones de color: Pueden proporcionar una informacién inicial sobre la
estructura del flavonoide, asi como la presencia o ausencia de determinados
sustituyentes. Los vapores de amoniaco, son muy empleados sobre los flavo-
noides extendidos en pequenas tiras de papel, interpretando sus coloraciones
del siguiente modo:

A: Coloracién amarilla, amarillo-verdosa o verde, pueden corresponder a
s5-hidroxiflavonas, o flavonoles con hidroxiloe sustituido en C-3, con hidroxilo
libre en C-4.

B: Si no se aprecia cambio de color o éste es muy débil, suele relacionarse
con flavonas o flavonoles sustituidos en C-3 con hidroxilo libre en C-5 0 con
carencia de hidroxilo libre en C-4.

C: Fl color azul se relaciona con flavonas con hidroxilo sustituido en C-s.

D: El rojo y el naranja se relaciona con chalconas con hidroxilo libre en C-2
y /o hidroxilo libre en C-4.

EXPOSICION EN LUZ UV DE ONDA LARGA A 360 NM:

A: El color amarillo o naranja fluorescente, que permanecerd inalterable
con los vapores de amoniaco, se relacionan con flavonoles con hidroxilo libre

en C-3.

B: Fl color amarillo fluorescente que cambia a naranja o rojo con vapores de
amoniaco, se relacionan con una aurona con hidroxilo libre en C-4 ¢ de C-2
6 C-4 hidroxilchalconas.
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C: El color amarillo- verdoso, azul- verdoso o verde, que cambian poco al
someterlos a los vapores de amoniaco, indican una aurona con hidroxilo libre
en C-4 o una flavanona con hidroxilo libre en C-5. También pueden corres-
ponder a flavonoles con hidroxilo libre en C-3 y con o sin hidroxilo libre en
C-s.

REACCION DE SHINODA O DE LA CIANIDINA:

Esta prueba para la deteccion de flavonoides consiste en afiadir a una solu-
cién alcohodlica de los mismos, un trocito de magnesio y unas gotas de CIH
concentrado, obteniendo distintas coloraciones:

Flavonas: amarillo, rojo.

Flavonoles: rojo, magenta.

Flavanonas: rojo, magenta, violeta o azul.
Chalconas: amarillo, naranja, rojo.

Dihidrochalconas: de incoloro a amarillo débil.

REACTIVO DE NEU:

Es el éster aminoetilico del dcido difenil-bérico. Se utiliza disuelto en me-
tanol al 1 %, con lo que se pulveriza a los flavonoides sobre papel, obteniendo
distintas coloraciones:

3', 4'-dihidroxiflavonas y flavonoles: naranja.

4'-dihidroxiflavonas: amarillo verdoso.

PERMETILACION CON DIAZOMETANO:

Se utiliza la reaccién alcalina del flavonoide con el N-metil-N-nitroso-p-to-
lueno-sulfonamida, haciendo las manipulaciones bajo campana, con guantes
protectores por ser reconocido su poder téxico y cancerigeno (Markham,
1982).
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El diazometano metila los hidroxilos libres del esqueleto del flavonoide,
excepto el hidroxilo en C-5, que para metilarse precisa un leve aumento de la
temperatura, facilitada con el calor de la mano enguantada. Los hidroxilos de
los azucares no se metilan.

La realizacion técnica consiste en disolver en 10 ml de metanol una canti-
dad de sosa de aproximadamente unos 0.5 gramos; una vez enfriada la diso-
lucién alcalina, se afiade el flavonoide disuelto en metanol o etanol y a todo
lo anterior se agrega, poco a poco, el diazometano disuelto en metanol, que
formara burbujas; una vez terminadas estas se deja el matraz unas 12 horas
en la oscuridad. Seguidamente se pasa nitrégeno por la mezcla reaccionante,
hasta sequedad. Se recomienda separar las fracciones permetiladas, con sis-
ternas cromatograficos apropiados, como son las placas de gel de silice, desa-
rrolladas con acetato de etilo, o bien con una mezcla de cloroformo, metanol,
acetona (5:4:1).

En su momento, el empleo del diazometano constituyé una gran ayuda
para la caracterizacion de los flavonoides, por la pequefia cantidad de muestra
necesaria, por su facil realizacién y por la informacién que se obtiene sobre
los hidroxilos en los anillos A, B y C, comparando cromatogrédficamente los
permetilados obtenidos con patrones de distinta sustitucién.

REACTIVOS ALCALINOS

Provovan una ionizacién de los hidroxilos libres, especialmente los de los
C-3, C-4 y C-7, con curva muy desplazada hacia el visible (batocromia) y au-
mento de su intensidad (NaOMe y NaOA).

REACTIVOS METALICOS FORMADORES DE COMPLEJOS.

Los flavonoides pueden formar complejos metalicos de tipo quelato en
determinadas condiciones, como son la presencia de hidroxilos libres, en las
posiciones adyacentes al grupo carbonilo.

La existencia de un doble enlace entre las posiciones C-2 y C-3, desplaza la
absorcion de sus maximos hacia el visible, (Jurd, 1962, Harborne, 1964, Mabry,
1970, Serrano, 1975 ), produciendo un efecto de conjugacién entre los anillos
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A v B, que explica la interrelacion de resonancia relativa entre dichos anillos,
yb.q P
pudiendo considerarse interdependientes las respuestas de estos derivados.

ESPECTROFOTOMETRIA VISIBLE-ULTRAVIOLETA
DE LOS FLAVONOIDES

Para poder explicar las respuestas espectrales de los flavonoides en el ultra-
violeta en relacion con los distintos tipos de sustituyentes, Jurd, 1962, conside-

ra tres estructuras fundamentales: benzoilo (I), cinamoilo (2) y gama-pirona
(I11).

El benzoilo explica el comportamiento de los flavonoides con sustituyentes

en el anillo A, preferentemente en el C-7, con respuesta espectral en la banda
IL

EI cinameilo se explica el comportamiento de los sustituyentes en el anillo
B, lo que se manifiesta preferentemente en la banda I.

La gama-pirona explica el comportamiento del sustituyente en C-5 y su
relacion resonante con el grupo carbonilo, con respuesta en la banda 11

Las flavanonas y los dihidroflavonoles no pueden adoptar dichas configura-
ciones al carecer de doble enlace en el C-2y el C-3.

El espectro tipico de los flavonoides muestra dos méximos de absorcidn,
uno entre 240-280 nm, llamado banda 11, relacionado con el sistema benzoilo
y el anillo A. Otro maximo, entre 320-380 nm, llamado banda I, relacionado
con el sistema cinamoilo y el anillo B.

Los desplazamientos de estos maximos y su intensidad relativa informan
sobre la naturaleza del flavonoide y la localizacién de sus oxigenaciones.

La posicidn de la banda I nos permite conocer el tipo de flavonoide:
-De 304 ~350 nm: Flavonas.
-De 328-357 nm: Flavonoles con el hidroxilo en C-3 copulado.
-De 352- 382 nm : Flavonoles con el hidroxilo en C-3 libre.

-De 320 (pico)-330 (inflexidn): isoflavonas.
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Otras connotaciones que permiten ampliar el conocimiento del grado de
oxigenacion:

La glicosilacion o metilacion en C-3, C-5 0 C-4 se traduce en cambios hipso-
crémicos, especialmente en la banda I. El blogueo del hidroxilo en C-3 afecta
a una hipocromasfa de 12-17 nm, que pasa a ser de 22-25 si el hidroxilo en C-5
no existe o estd bloqueado, La metilacién del hidroxilo en C-5 experimenta
una hipsocromia de 5-15 nm en la banda I y en la banda IL. La copulacion de
hidroxilo en C-4 experimenta una hipsocromia en la banda I de 3-10 nm.

Las flavanonas con el heterociclo C saturado y consecuentemente con falta
de conjugacion entre los anillos A y B, muestran definidas respuestas en el
ultravioleta y tienen una menor actividad antioxidante. Las flavanonas exhi-
ben una fuerte absorcion en la B II (270-295 nm) y sélo un hombro enla B
(326-327 nm),

En general los flavonoides con un solo sustituyente en el anillo B exhiben
un pico {ca z7o nm} y los flavonoides di o tri-sustituidos en el anillo B, mues-
tran un pico (ca 258 nm) acompafiado de un hombro (ca 272 nm).

Segun Vollenweber, 1981, el color de las antocianinas estd relacionado con fa
posicién y el niimero de sus hidroxilos. En la B I muestran un caracteristico
pico {450-560 nm) y en la B II un pico (240-280).

La estructura de los flavonoides ha sido muy estudiada por gran nimero
de investigadores, entre otros por: Harborne, 1967, 1088, Harborne et al,, 1975,
Cadenas et al, 1996 y Marckham, 1982.

REACTIVOS ALCALINOS

METILATO SODICO:

En este medio, debido a su caricter marcadamente bdsico, los hidroxilos
fendlicos estdn totalmente ionizados, por lo que se observa un efecto marca-
damente batocrémico en la banda I con respecto a lo registrado en metanol
(Tomas et al., 1973).

Los cambios batocrémicos en la banda I pueden ser:
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- De 45-65 nm, manteniendo la intensidad se relaciona con el hidroxilo libre
en C-4,

- De 45-65 nm, decreciendo en intensidad, indica hidroxilo libre en C-3 y no
en C-4.

- Descomposicion; con el paso del tiempo disminuye la intensidad del pico,
indica agrupacioén polihidroxilica en 3-4'/ 3-3-4"/ 5-6-7 / 5-7-8 /3"-4"-5".
En medio alcalino se hidrolizan los hidroxilos fendlicos, quedando las
cargas negativas muy proximas, que producen inestabilidad.

ACETATO S$6DICO:

Es una base mds débil que el metilato sédico y por tanto sélo ioniza los hi-
droxilos més acidos (C-3, C-5, C-7).

Los cambios observados en la banda Il.estdn relacionados :

- Hidroxilo libre en C-7: Batocromifa de 5-20 nm. La presencia de grupos
oxigenados en C-6 6 C-8 reduce estos desplazamientos.

- Presencia de hidroxilos conjuntos en 5.6/ 5,78/ v 3.3",4"/, descomponen
la curva con el tiempo, mostrando una disminucién de absorbancia
(Mabry, 1976).

REACTIVOS METALICOS /BASES DEBILES.

ACETATO SODICO/ ACIDO BORICO:

Para la deteccién de grupos orto-hidroxilicos, excepto en C-5y C-6, forman
quelatos con el dcido borico, que se traduce en un desolazamiento en la banda
I:

- Batocromia de 12-30 nm, si el quelato estd en B.

- Batocromia de 5-10 nm, si el quelato estd en A (Mabry, 1970).
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TRICLORURO DE ALUMINIO Y TRICLORURC DE ATLUMINIO/ CLH!

Las flavonas y {lavonoles con hidroxilo libre en C-3 o C-5 forman complejos
estables.

Los grupos orto-dihidroxilicos forman complejos que se descomponen con
el 4cido. Se interpreta por su respuesta hipsocrémica en la banda I:

- De 30-40 nm: agrupacion orto-dihidroxflica en el anillo B.
- De 20-25 nm: agrupacién orto-dihidroxilica en el anillo A.

- De 20 nm 6 menos: sitema pirogalico, tres grupos hidroxilicos adyacentes

en el anillo B.

Si después de la adicion del 4cido se observa un desplazamiento batocr6-
mico en la banda I, es debido a la presencia de hidroxilos en C-3 y/o C-5 que

expresa:
- De 35-55 nm: hidroxilo libre en C-s3.
- De 50-60 nm: hidroxilo en C-3 (con o sin ~OH en C-5).

La presencia de hidroxilos en C-8 y en C-6, muestran la siguiente batocro-

mia en labanda I:
- De 55-75 nm: presencia de ~OH en C-8.
- De 25-30 nm: presencia de ~-OH en C-6.

- De 16-23 nm: presencia de metoxilo en C-6.

(Sakakibara y Mabry, 1978).

CLORURO DE NIQUEL / ACETATO sODICO:

En medio alcohdlico se forman complejos en las flavonas y flavonoles, entre
el grupo carbenilo en C-4 y el grupo hidroxilo en C-5; se observa en la ban-
da I: hipsocromia cuando se trate de flavonas y flavonoles copulados en C-3;
batocromia si el ~-OH en C-3 esta libre. En adicion de aceta sédico, las res-
puestas muestran batocromia muy discreta, si existe OH libre en C-5 (Tom4s

y Ferreres, 1976).
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Espectrometria de masas aplicada a flavonoides

Para la elucidacion estructural de los flavonoides muy hidroxilados y gli-
cosilados, se han utilizado diferentes derivados conseguidos por métodos
quimicos, como son los acetilados, los trimetilsililados, los parcialmente me-
tilados y etilados con el empleo del diazometano y diazoetano, los isopropilen
derivados, y los permetilados y perdeuterometilados que son los mayormente
empleados.

Las agliconas de las flavonas fueron utilizados en primer lugar con esta téc-
nica. Los trabajos primeros fueron debidos a Audier, 1966 y a Kingston, 1971.
Posteriormente Tomds et al.,, 1982, 1986, vy Tomas Barberan et al,, 1986, hicie-
ron interesantes comunicaciones sobre los derivados permetilados y perdeu-
terometilados, asi como un estudio de la fragmentacién Retro Diels-Alder.

La espectrometria de masas de impacto electrénico consigue dos tipos de
informacion:

- La determinacioén del ién molecular que permite conocer el nimero de
sustituyentes en el esqueleto flavonico, su naturaleza y su peso mole-
cular.

- El andlisis de los picos de fragmentacién de la molécula informa con pre-
cisién sobre la situacion de los sustituyentes en los anillos A, By C del
flavonoide.

Existen extensisimos estudios sobre la caracteristica de los picos derivados
del i6n molecular M-, entre los que citamos:

- M-14 (M-CHz2), en flavonas, flavonoles y 3-metoxiflavonas.
- M-15 (M-CH3), en metoxiflavonas en posiciones 3,6 o 8.

- M-17, en las 2',3 dihidroxiflavonas.

- M-18, en metoxiflavonas en posiciones 3 o/y 5.

- M9, solo en metoxiflavonas en 3 y 5.

- M-28, en los derivados metilendioxi.

- M-29, en metoxiladosen 6 con _OHen3ys.
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- M-31, en metoxiflavonas en 2'y3.
- M-43, en metoxiflavonas en 3,6 u 8.

- La fragmentacién Retro Diels-Alder, proporciona picos muy importantes,
como son los que caracterizan al anillo A (A., A-15, A-28, A-43, A-58,
A-71) y al anillo B (B-, B-15, B2, B2-15, B2-28).

La Resonancia Magnética Nuclear de Protones,
. aplicada a los flavonoides

Por medio de esta instrumentacion se han conseguido extraordinarios re-
sultados para la identificacién estructural de los flavonoides. Ofrecen especial
importancia los trabajos de Markham y Mabry (1975) sobre este tema.

La técnica en sf consiste en analizar las sefiales producidas por la resonancia
de los protones que estdn influenciados por los protones vecinales.

Algunas de las posibilidades de esta instrumentacién son:
- Analisis de grado de oxidacion de los anillos de los flavonoides.
- Ntimero de metoxilos y su localizacion.

- Apreciacién del caracter del flavonoide: Flavonas, isoflavonas, flavonoles,
flavanonas, dihidroflavonoles y otros.

- Conocimiento del nimero de azicares y la unién entre ellos.

- Deteccion de las cadenas de hidrocarbonos con uniones -Q 6 -C, como
los isoprenilos.

La RMN-H1 muestra sus sefiales preferentemente en el rango de o a 10
p.p-m.

Respuestas més bajas estdn relacionadas con los protones de los hidroxilos
y suelen mostrarse entre 11 y 14 ppm.

Otra importancia caracteristica de las sefiales de los protones es la propor-
cionalidad de sus 4reas en relacién con el nimero de protones.
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Ballantine y Phillinger (1997), interpretan las sefiales relacionadas con di-
ferentes radicales, utilizando los derivados TMS en Cl4C analizando los pro-
tones en orto, meta y para relacionados con sustituyentes como: -OH, -CHzs,
-OCH3, -CH3, -CO2H, -CH=CH-R, acidos polifendlicos y otros sustituyentes.
Estudian las sefiales en relacién con la presencia o ausencia de cada radical.

La estructura del anillo C de los flavonoides se interpreta por las sefiales de
los protones.

Flavonas: muestran un singlete a 6,3 ppm.

Flavanonas: exhiben sefiales de multiplete de 2,6 a 2,8 ppm.
Dihidroxiflavonoles: doblete en torno a 4,2 ppm.

Isoflavonas: singlete a bajo campo, aproximadamente a 7,7 ppm.

La estructura del anillo A de los flavonoides se interpreta por sefiales deter-
minadas de sus protones.

Copulacién en C-5y C-7. Protén en C-6: doblete de 6,2 a 6,4 ppm. Protén en
C-8: doblete de 6,4 a 6,6 ppm.

Copulacién en C-7. Protén en C-s5: doblete a 8 ppm., con acoplamiento en
ortoa g Hz.

Protén en C-6: doblete de agrupacién meta (J=2,5 Hz), a 7,7 ppm.
Protén en C-8: doblete de agrupacién meta (J=2,5 Hz), de 7,5 a 7,6 ppm.
Copulacién en C-5, C-6 y C-7: singlete a 6,5 ppm.

Efecto de glicosilacién en C-7: dobletes de H 6 y H 8, 0,2 ppm. hacia campo
inferior.

Efecto de glicosilacion en C-3: similar respuesta que en anterior, pero con
ausencia del singlete en C-3.

La estructura del anillo B de los flavonoides se interpreta por respuestas
caracteristicas.

Sustitucion copulada en 4%

Doblete de 7,6 a 7,8 ppm (J=9 Hz) (H 2"y H 3).
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Doblete de 6,6 a 6,9 ppm (J=9 Hz) (H5" yH 6").
Sustitucion copuladaen 3’y 4"

Doblete de 7,2 a 7,4 ppm (J=9 Hz) (H2 ' yHé').
Doblete de 6,6 a 6,8 ppm (J=9 Hz) (H5 yH6").
Sustitucion copuladaen 3, 4"y 5"

Singlete de doble protén de 7,2 a 7,3 ppm.

RESONANCIA MAGNETICA DEL CARBONO 13,
APLICADA A PLAVONOIDES

Est4 basada en la abundancia de este carb6n que es tan solo un 1,1 % del
carbono total.

Las sefiales de esta resonancia se encuentran entre o y 200 ppm,, con control
de TMS. La resonancia de cada carbono se traduce en una respuesta especifica
a un determinado ppm., pero a diferencia de la resonancia de protones, las se-
fiales no se traducen en abundancias precisas, por lo que son poco empleadas.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

ACOPLADA A LA DETECCION ULTRAVIOLETA -VISIBLE CON

DIODO EN SERIE ACOPLADO A ESPECTROMETRO DE MASAS
CON TRAMPA DE IONES

Es una técnica analitica con el objetivo de separar compuestos quimicos de
un complejo de naturaleza mixta.

El sistema de inyeccidn puede ser manual o automatico. El primero permite
trabajar con muestras con un volumen fijo. El automdtico permite la inyec-

¢ién seriada de muestras.

Dispone de una bomba para impulsar tanto la fase mévil como la muestray
de un sistema degasificador para eliminar gases disueltos en los liquidos.

Una de las partes mas importantes del HPLC es la columna revestida de
camisa de acero para soportar altas presiones y estd rellena en su interior
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de la fase estacionaria, que varia en funcién del mecanismo por el cual las
moléculas son separadas. Las hay de adsorcién, de particién, de intercambio
idnico y de exclusion por el tamafio molecular. La mds empleada es la de fase
reversa, que separa por particién y algo de adsorcién mediante los grupos
silanol no-protegidos que lleva. Los compuestos a analizar son retenidos por
la fase estacionaria menos polar y avanzan por la columna en funcién de la
concentracién de la fase mévil polar que la atraviesa.

Los sistemas de deteccién estan condicionados por las caracteristicas fisica
¥ quimicas de los analitos, siendo los mds utilizados el detector ultravioleta-
visible con diodos de serie, el detector de fluorescencia, el detector de indice
de refrigeracidn, el detector electroquimico y la espectrometria de masas (con
cuadrapolo o trampa de iones).

Para el anélisis de flavonoides se usan equipos con detector de diodos en
serie con ldmpara ultravioleta-visible acoplados a la espectrometria de masas
con trampa de iones. La deteccion ultravioleta-visible permite en una primera
fase analizar los compuestos sin destruirlos, dando una informacién pri-
maria muy estimable, puesto que los maximos de adsorcidn a determinadas
longitudes de onda estdn directamente relacionados con la estructura quimi-
ca del compuesto analizado.

Complementando el sistema analitico anterior, la espectrometria de masas
nos informa del peso molecular del compuesto que se trate y de informacion
complementaria sobre el mismo.

El nivel de sensibilidad es de picogramos, por lo que se pueden analizar
pequenisimas cantidades de cada compuesto. El sistema estd planificado
para un amplio rango de compuestos como son los medicamentos, compues-
tos fendlicos y por consiguiente los flavonoides, las vitaminas, los azticares, las
proteinas, los pesticidas, los herbicidas, y un amplio etc., como son los meta-
bolitos en el plasma, en la orina y en fluidos biolégicos en general, constitu-
yendo un sistema ideal para el andlisis de los estupefacientes y anabolizantes
en humanos, tanto a nivel deportivo (nandrolona, EPO, testosterona, etc.)
como a nivel penal (heroina, anfetaminas, cocaina, etc.). Estd disponible
ademads para todos los andlisis bioquimicos (glucosa, colesterol, bilirrubina,
triglicéridos, acido drico, etc.).
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El sistema instrumental HPLC, con espectrometria visible-ultravioleta y
acoplado a espectrometria de masas, permite una informacién muy completa
y fiable de los metabolitos secundarios y en concreto de los flavonoides, aun-
que sea en trazas, partiendo de material vegetal sin tratamiento previo.

El sistema expuesto es lo mas avanzado y fiable que se conoce para la detec-
cién de flavonoides y una amplia gama de metabolitos secundarios.

37






BIOACTIVIDAD DE LOS FLAVONOIDES

Una de las propiedades mas destacable de los flavonoides es su poder an-
tioxidante y neutralizador de radicales libres. El té verde tiene singular impor-
tancia como antioxidante debido a su contenido en catequinas y diferentes fla-
vonoides, por lo que ha sido objeto de numerosas investigaciones, tales como
las de Benzie et al., 1999, Chen et al., 1995, Clifford et al., 1997,Khan et al., 1992,
Keli et al, 1996, Jovanovic et al., 1998, Cadenas et al., 1996; la miel también
tiene flavonoides antioxidantes,Frankel et al., 1998; Brown et al., demuestran
que la presencia de flavonoides formando complejos con Cu2+, potencia la
actividad antioxidante.

Los radicales libres son compuestos que disponen de un electrén desapa-
reado que tiende a atacar un enlace covalente de algin constituyente especial-
mente dentro del nticleo de la célula o relacionado con la misma, como puede
ser un fragmento del ADN. Si el ataque del radical libre prospera contra un
compuesto que tenga un enlace covalente, este se convertird a su vez en otro
radical libre que tenderd a atacar a otro compuesto que contenga también otro
enlace covalente y asi podria seguir ininterrumpidamente, provocando el en-
vejecimiento de las células hasta desembocar en su destruccién o muerte.

El inicio de los radicales libres estd en la formacion del anion superéxido
(02-), extremadamente activo y corrosivo que tiende a atacar y destruir un
enlace covalente de algtin constituyente celular que se convertird a su vez en
otro nuevo anién dispuesto a atacar a otro constituyente celular y asi sucesi-
vamente,

En el organismo el oxigeno es el aceptor ideal de electrones en los sistemas
de transporte electronico, para generar energia de modo muy rentable, acep-
tando cuatro electrones y cuatro protones que conducen a la formacion de
agua, pero este proceso se complica cuando el oxfgeno acepta un tnico elec-
trén y se convierte en el peligroso anién superéxido.

En un organismo animal el anién superdxido se genera de variadas formas:
por pérdida de electrones al actuar la enzima citrocromo-oxida para formar
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agua; en las mutaciones del ADN mitocondrial en donde se producen algu-
nas fugas de electrones; por la accién de ciertas oxidasas que pueden generar
pequefnas cantidades de agua oxigenada; por la oxidacién de la hemoglobina
que pasa a metahemoglobina; por la accién de los fagocitos cuando engloban
bacterias o virus y por la acumulacién de neutréfilos.

El organismo se defiende de los radicales libres y de otras estructuras oxige-
nadas peligrosas, por variados procedimientos:

Por la accion del acido dirico, la bilirrubina, la albimina, y otros metaboli-
tos que actian como antioxidantes.

Por las enzimas catalasa, que destruyen toda presencia de agua oxigenada.

Por la enzima glutation peroxidasa que debido a su grupo tidlico libre
funciona como agente reductor, desactivando los peréxidos por caminos no
enzimdticos. '

La defensa del organismo contra los radicales libres de encuentra ex-
traordinariamente auxiliadas con los antioxidantes naturales contenidos
en determinadas frutas y hortalizas, siendo sus maximos representantes las
vitaminas E y C, lipo e hidrosolubles respectivamente, los flavonoides muy
extendidos en frutas y hortalizas muestran una gran actividad antioxidante;
un potente antioxidante derivado de los flavonoides de la uva negra es el res-
veratrol.

Los flavonoides como derivados fendlicos que son, disponen de dobles enla-
ces conjugados en su estructura, que les hace ser muy atractivos para los radi-
cales libres que tienden a penetrar en ellos, neutralizandolos o convirtiéndose
en radicales libres. Para su actuacion como antioxidantes intracelulares preci-
san tener cardcter lipéfilo, lo que ocurre con la mayoria de las agliconas de los
flavonoides, pero también pueden tener cardcter lipéfilo ciertos metabolitos
que se obtienen de los flavonoides, para poder pasar la doble membrana celu-
lar e instalarse en el niicleo celular en donde podran ejercer su accién antioxi-
dante. Si el flavonoide es atacado una o varias veces por radicales libres, puede
cambiar su condicién de lipéfilo a hidréfilo o parcialmente hidroéfilo, con lo
que seria expulsado del nicleo y migraria a la zona de la doble membrana
celular o fuera de ella donde esté la vitamina Cy otros metabolitos de cardcter
hidréfilo como el dcido tirico que muestran un fuerte caracter reductor que
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les permite neutralizar a los radicales libres, Una vez “ limpiado “ de los radi-
cales libres, la estructura del flavonoide o el metabolito derivado de él, vuelve
a recuperar su carcter lipdfilo, que le predispone a penetrar nuevamente en
la célula para incorporarse mas tarde al nicleo.

Los metabolitos secundarios en general y los flavonoides en particular, pue-
den sufrir grandes variaciones en su estructura debido a diferentes factores o
influencias relacionadas con la digestion, como anteriormente dijimos. Asf es
conocida la conversion de 1as flavanonas en chalconas en un medio alcalino;
por influencia enzimdtica los glicésidos de flavonoides pueden convertirse en
sus agliconas; por influencia bacteriana, sobre todo en el intestino delgado,
los flavonoides pueden pasar a derivados fendlicos; en el higado se forman los
glucurénidos. Estas transformaciones tras la ingesta, pueden condicionar el
comportamiento bioactivo y farmacolégico de los metabolitos secundarios.
Gracias a las nuevas tecnologias analiticas de HPLC, es posible estudiar estos
cambios durante la digestion, pero todavia no se ha avanzado lo suficiente
como para conocer todos ellos y por tanto su actuacién en los receptores ce-
lulares, para lo que serfa preciso disponer de los anticuerpos monoclonales
especificos, que permitiera investigar en el sistema nervioso central la presen-
cia de los metabolitos secundarios, que nos indicaran en qué érganos o partes
corporales se encuentran.

Segun lo expuesto hasta este momento, en los antioxidantes podemos dis-
tinguir dos grandes grupos, los que actiian intracelularmente y que muestran
caracter lipéfilo, como son la vitamina E y determinados flavonoides o deri-
vados de ellos, de caracter lipdfilo, que tienen una extraordinaria importancia
por ser los defensores del ADN y como consecuencia mantienen joven a las
células y los que actdan extracelularmente, como son la vitamina C, el 4cido
urico, los derivados tidlicos y un gran conjunto de sustancias orgdnicas ve-
getales, de cardcter hidrofilo, entre las que debemos mencionar el té verde, el
vino tinto, el chocolate, las frutas y hortalizas que contengan flavonoides, las
catequinas y los polifenoles y sustancias con dobles enlaces conjugados, segtin
Amorowiez et al., 1995, Arts et al., 2000 y 2000b, Balentine et al., 1997, Clifforf
et al., 2000, Khan et al,, 1992. Zhu et al., 1999, aprecian regeneracién plasma-
tica del a~tocoferol, por las catequinas del té verde.
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Los antioxidantes hidroéfilos son de extraordinaria importancia, pues
permiten la regeneracion de los antioxidantes intracelulares.

FARMACOLOGIA DE LOS FLAVONOIDES

Las acciones farmacoldgicas de los flavonoides son variadas y estdn rela-
cionadas con sus respectivas estructuras. El primer paso a considerar en los
humanos y en los animales es la absorcion de los flavonoides en el trayecto
gastro-intestinal y su excrecién por la orina, las heces, sudor, etc., (Cook y
Samman, 1996). En el proceso digestivo los flavonoides pueden metabolizarse
de diferente forma segn sea su estructura y el agente trasformador que inter-
venga. Las bacterias del colon trasforman el anillo heterociclico de los flavo-
noides, degraddndolos a 4cidos fendlicos, que pueden ser absorbidos, conjuga-
dos o metabolizados posteriormente por otras bacterias antes de su excrecién
(Peterson y Dwyer, 1998). Algunos flavonoides pierden con facilidad sus azu-
cares por influencia enzimatica (Day et al. 1998), Stenlid,G.,analiza la activi-
dad fisioldgica de las flavonas atendiendo a los sustituyentes del anillo A.

Podemos clasificar las acciones farmacoldgicas de los flavonoides en los
siguiente grupos:

1.- Vasoprotectores.

2.- Modificadores de los niveles del colesterol y lipidos.
3.- Antiagregantes.

4.- Modificadores enzimadticos.

5.- Actividad estrogénica.

6.- Actividad anticancerigena.

7.- Actividad antibacteriana y antifingica.

8.- Actividad antiurémica.

9.- Actividad espasmolitica.

10.-Actividad antialérgica.
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11.-Actividad antiinflamatoria.

12.-Actividad antivirica.

1.- Vasoprotectores

Algunos autores denominan “factor P” o “vitamina P”, a aquellos flavonoi-
des que disminuyen la permeabilidad capilar y aumentan su resistencia, ejer-
ciendo asi una accion protectora sobre los vasos sanguineos (Isieyev, 1970; Go
et al., 1974), por lo que se aplicaron en los casos de accidentes hemorrdgicos,
plrpuras, hematomas, edemas, varices, etc,... (Bennko et al,, 1977: Del Pozo,

1977).

Los flavonoides son agentes economizadores del dcido ascérbico ya que
aceleran la reaccion que transforma el dcido dehidroascérbico en 4cido as-
corbico, actuando como intermediario el glutation (Emiko et al., 1981).

El 4cido ascorbico interviene a su vez en la sintesis correcta del colageno,
ya que es necesario para que se produzca la hidroxilacién de la lisina y la
prolina, obteniéndose hidroxilisina e hidroxiprolina, sustancias indispen-
sables para la sintesis del coldgeno (Ronzier et al. 1981).

Se estudiaron la influencia de algunos flavonoides en la reticulacién de
las fibras del coldgeno. La dihidroquercetina, la rutina, la naringenina y las
catequinas favorecen la solubilidad y estabilidad de las fibrillas del coldgeno,
asi como la formacién de muchos enlaces cruzados entre las fibrillas, que
pueden explicar la accién protectora del colageno en determinadas enfer-
medades, como el latirismo (Cetta et al. 1971). '

El carédcter vasopresor de gran numero de flavonoides ha incentivado la fa-
bricacion de distintas formas farmacetiticas como las obtenidas a partir de la
rutina, asi el Ruticé forte en comprimidos, el Farmatén Complex en cépsulas,
y en comprimidos, el Epistaxol solucion y en espray protector de las encias, el
Gingilone pasta para proteger las encias, el Gingilone nasopomada, etc,. Los
obtenidos utilizando la hesperidina, como el Flavonoid de Abellé en polvo,
el Daflon comprimidos, el Hidropolivit mineral comprimidos, el Diosmenin
comprimidos, el Insiven comprimidos. Y otros como la Hidrosmina en cép-
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sulas y para uso tdpico, la Troxerutina en cdpsulas y en gel tépico, todos ellos
empleados como protectores capilares y como antivaricosos.

2.- Modificadores del nivel del colesterol y lipidos

Es légico pensar que los flavonoides, debido a su cardcter vitaminico P,
muestran influencias sobre el coliageno que es imprescindible para Ja nor-
malidad de los capilares y vasos sanguineos, puedan mostrar una accion di-
recta sobre la formacién de ateromas y los niveles sanguineos del colesterol
y lipidos.

La metil-chalcona de la hesperidina tiene un caracter hipocolesterolmiante
(Szabo et al. 1970).

Los flavonoides muestran acciones beneficiosas en la arterioesclerosis (Ka-
zabo, et al. 1981).

Myasnikow y Kasatrina 1970, evidenciaron que los flavonoides muestran
actividad lipolitica y tienen discretas acciones hipolipemiante e hipocoleste-
rolmiante.

3.- Antiagregantes

Se ha comprobado la disminucién de la adhesividad de las plaquetas en los
casos de trombosis (Hiladovec, 1977).

Las flavonas altamente metoxiladas, como la sinenserina y la tangeretina,
muestran una gran actividad antiagregante (Robins et. al. 1971).

4.- Modificadores enzimdticos

Son numerosos los trabajos en donde se describe la accién de los flavonoi-
des sobre numerosas enzimas (Mirisalikowa y Pakudina, 1977; Stenlid, 1979.

44



La ATP asa, es la enzima de la respiracion, cuya relacion con los flavonoides
ha sido mds estudiada. La rutina y los catecoles inhiben el ATP asa mitocon-
drial. La quercetina y otros flavonoles inhiben las células tumorales.

Los flavonoides se han estudiado como anticancerigenos, encontrando en
muchos casos una relacion entre la inhibicién enzimatica especifica, como es
el comportamiento frente a la telomerasa, y la inhibicion y la apoptosis de las
células tumorales.

El potencial anticancerigeno de los flavonoides se relaciona con el poder
inhibidor de los mismos de ciertas enzimas como son: Las ADN topoisome-
rasas I y IT; la tirosina cinasa; la cinasa ribosémica S6 y las aromatasa, todas
implicadas en la diferenciacion y el crecimiento celular, (Chian et al., 1978,
Clifford et al., 2000, Coney et al., 1992, Mayo JL 1998 y Gambaccian M. et al,
1997, Sawa et al., 1999, Steinmetz et al., 1996, Tijburg et al,, 1997, Wang et al,
1992,Watenberg et al, 1970).

5.- Actividad estrogénica

Esta actividad estd especialmente representada por las isoflavonas conteni-
das en la soja, la genisteina y la daidzeina, comprobdndose con abundantes
estudios epidemioldgicos la menor incidencia del cdncer de mama y ovarios
en las mujeres posmenopdusicas, y se tiene que considerar su estudio como
una faceta mas de los anticancerigenos.

En el afio 1984 Milstein y Koholer obtuvieron el Premio Nébel por haber
encontrado la forma de obtener los anticuerpos monoclonares, que influyeron
rapidamente en el reconocimiento de los receptores celulares asf como de mo-
léculas extrafas al sistema inmunoldgico y abrieron una enorme posibilidad
de aplicaciones, entre ellas contra el cincer y poder aplicar la Terapia de Susti-
tucién Hormonal, que utiliza como referencia el 17-beta estradiol y estudia los
fitoestrdgenos como la genisteina, la daidzeina y otros flavonoides.
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6.- Actividad anticancerigena

Antes de considerar la actividad anticancerigena de los flavonoides en ge-
neral, es conveniente recordar que el cdncer, es un conjunto de enfermedades
como consecuencia de la pérdida del control normal de los procesos de la divi-
sion celular, dando lugar a un creciente niimero de células, influenciadas por
una potente accién de la enzima telomerasa y las enzimas relacionadas con ella,
debiendo considerar en cada caso de cincer especifico una serie de cambios
caracteristicos entre los distintos tipos.

En las alteraciones oncogénicas que dan lugar al cancer, se deben diferenciar
los oncogenes malignos que conllevan a la division incontrolada de células, de
los oncogenes deficitarios, por pérdida de genes funcionales protectores de la
division celular incontrolada, que por sf mismos no dan lugar al cincer, de no
activarse los oncogenes. Entre los genes supresores de tumores los mas cono-
cidos son el del retinoblastoma, el gen 53 y los genes de reparacién del ADN.

Las propiedades anticancerigenas de los flavonoides es algo reconocido y
existen abundantes investigaciones sobre ello. Se pueden distinguir tres clases
de investigaciones:

INVESTIGACIONES IN VITRO, INVESTIGACIONES CON ANIMALES
Y ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

En las investigaciones in vitro, generalmente se utilizan células cancerige-
nas puras, con las que se estudia el poder inhibidor enzimdtico de los flavo-
noides y la apoptosis.

Un estudio especial in vitro es el realizado con tejidos tumorales humanos,
y en especial el carcinoma 9KB de nasofaringe, cuyo crecimiento fue inhibido
por los extractos de Eupatorium altisimum, Eupatorium semiserratus y Bac-
charis sarathroides, segtin Kupchan et al, 1969a; Kupchan y Babershis,ig71;
Kupchan et al, 196gb.

En ratones ha sido muy empleado el benzo alfa pireno que produce el
adenoma pulmonar de ratén; también se han reproducido en ratones otras
alteraciones como es la leucemia linfocitica P-388 y el carcinoma de pulmén
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de Lewis. Diferentes flavonoides se han empleado para inhibir cada una de
estas tres formas de canceres provocados en ratones, encontrando que deter-
minados flavonoides eran muy activos, como la 3,5,7,3",4-pentametoxiflavona
seglin Watemberg y Leong,1970. Muchas flavonas, especialmente las metoxi-
ladas han sido empleadas para combatir los cdnceres provocados en ratones.
Chian y Silva, 1978, llegan a la conclusién que las flavonas muy metoxiladas
son los flavonoides que presentan mayor actividad antitumoral y algunos
glicésidos como la quercetagetrina, patuletrina y rutina, pueden presentar
actividad, pero mds reducida.

De los estudios anticancerigenos de los flavonoides, el que ofrece mayor
fiabilidad es el epidemioldgico.

La epidemiologia moderna se sirve de los estudios de cohorte como una
gran estrategia para observar la salud o la enfermedad de una amplia pobla-
cion.

Un caso especial digno de mencién es el de la epidemiologia del cincer de
colon en relacién con el acido acetilsalicilico, que tiene de comin con los fla-
vonoides el estar formado por una estructura fendlica. Los hechos ocurrieron
del siguiente modo: en 1976 la universidad de Harward inicia un estudio epi-
demioldgico de cohorte, con més de 121.000 enfermeras tituladas en EE.UU,,
con edades entre 30 y 55 aflos, para observar los factores que influfan en el
cancer de mama y las enfermedades cardiovasculares, en el transcurso del
tiempo.

Posteriormente se amplié el cuestionario con mds preguntas, para compro-
bar si el tipo de dieta, el 4cido acetilsalicilico y otros medicamentos, podrian
relacionarse con alguna disfuncién o con algln tipo de cdncer y en concreto
con el de colon.

Giovanucci y colaboradores, en 1995 publican en ¢l England Journal of
Medicine de Boston, las siguientes conclusiones: 10 afios con hibito muy fre-
cuente de tomar aspirina, se asocian a una disminucién de 37 % en el riesgo
de padecer cdncer de colon. Tras 20 afios de consumir aspirina el riesgo se
reduce al 44 %, en relacion con [as mujeres que nunca tomaron aspirina.

Investigaciones posteriores, observaron que la aspirina produce la apopto-
sis (en griego “caida de la hoja”, en biomedicina inactividad celular o muerte)
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en lineas de células de cincer de colon. Se descubrié que la aspirina tiene
capacidad para inhibir el enzima COX-2, presente en las lineas de células del
cdncer de colon.

7. Actividad antimicrobiana y antifungica

Los extractos de agliconas de flavonas suelen mostrar actividad antibacte-
riana pero a concentraciones elevadas en comparacioén con los antibiéticos.
Tal ocurre con la 5 hidroxi-7.4’-dimetoxiflavona, que inhibe el crecimiento de
algunas bacterias vy desmatofitos, Odewiyil, 1982.

Ramaewamy et al,972, encontraron que la morina, la naringenina y la
hesperetina, eran activos frente al Stafilococo aureus, la Escherichia coli y el
Bacilo tyfosus.

El extracto etéreo de la Sculletaria baicanlensis (labiada), mostrd marcada
actividad antibacteriana contra bacterias gram positivas (Sarcina lutea, Ba-
cilus subtilis el Statafilococus aureus). Kubo et al,1981, aislaron de dicha planta
siete compuestos, destacando entre ellos la baicaleina (5,6,7 triohidroxi-flavo-
na), que mostraba actividad antibactariana frente a las bacterias citadas a la
concentracién de 250 nanogramo/ml.

Mitscher et al, 1983, aislaron de la Glycirrhiza lepidota, dos flavonas, la gla-
branina y la pinocembrina y los flavonoles glepidotin A y B, que mostraron
una gran actividad antimicrobiana, de 25 nanogramos/ml, frente al Stafiloco-
co aurerus, Mycobacterium smegmalis y Candida albicans.

Es de destacar que la presencia de grupos isoprenocides en los flavonoles
citados y en la flavona glabranina son los responsables de la actividad anti-
fingica y antibacteriana.

Villanueva et al.,1970, aislaron en la resina de prépolis el flavonoide pinoc-
embrina, la 5-7-dihidroxiflavona que conjuntamente con la galangina conce-
den a la resina de una actividad bacteriostatica importante. Puede existir el
fendmeno de potenciacion en la actividad farmacolégica, pero es posible que
sean también otros derivados fendlicos los que intervengan en dicha poten-
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ciacién, como puede ocurrir en el caso de la mencionada resina, que inhibe al
bacilo subtilis a una concentracién de 0,03 nanogramos/ml.

8.- Actividad antiurémica

Un medicamento, el Lespenefril gotas, fue muy empleado durante bastantes
afos por su efectividad para disminuir la cifra de la urea en sangre y estaba
constituido a base de un flavonol contenido en la Lespedaza capitata, planta
japonesa.

En las hojas, savia y corteza de la Betula alba, contienen el 3-quercetol-ga-
lactésido, con propiedades antiurémicas y antiuricémicas.

9.-Actividad espasmolitica

Kahdzay et al,1966, deducen que las agliconas de flavonoides con hidroxilos
en C-5y C-7, muestran mayor actividad antiespasmodica.

Dare et al,1975, encuentra la accién bloqueante beta-adrenérgica en algunos
derivados sintéticos de flavonas que llevan la cadena bésica del propanol sobre
el anillo B.

10.-Actividad antialérgica

Feutrew y Comperts, 1977, observaron que ciertas flavonas como la quer-
cetina y la fisetina interfieren en la actividad de las ATP asas situadas en las
membranas, incluyendo las calcio dependientes, que estin asociadas con la
movilizacién del calcio desde el citosol de las células y actan incrementando
la eficiencia del trasporte de iones produciendo consumo de ATP.

La fisctina y la quercetina seguidos de la morina y el kaempferol, previenen
la secrecién de la histamina como respuesta a un antigeno.
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11.- Actividad antiinflamatoria

Mabry y Ulumbelen, 1980, ensayaron la actividad antiinflamatoria, por
el método de Hungar, en una solucién de flavonoides citricos, encontrando
que la mayor actividad era debida a las fracciones de flavonoides solubles en

agua.

VILLAR et al,1982, encuentran flavonoides provenientes de las sideritis con
acciones antiinflamatorias; en general suelen ser derivados muy metoxilados.

12.-Actividad antivirica
Li et al., 2000, han encontrado en el flavonoide baicaleina actividad inhibi-
dora del virus del VIH-1.

Otros flavonoides, encontrados en la flora panamefia, muestran igualmente
propiedades antiviricas, segtin el Profesor Mahabir P. Gupta, de la universi-

dad de Panamad.
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CONCLUSION FINAL

Se ha expuesto la evolucién cientifica y tecnoldgica ocurrida desde media-
dos del siglo XX hasta nuestros dfas, que han afectado a los flavonoides, desde
su aislamiento hasta su determinacidn estructural, sin olvidar su bioactividad
y farmacologia.

Cuatro cientificos intervinieron de modo relevante, en este tiempo:

En primer lugar el hingaro Profesor Szent-Gyorgi, quien fue el auténtico
promotor del estudio de los flavonoides al haber encontrado la vitamina P
con accién farmacoldgica lo que incentivé al estudio de los mismos. Fue con-
siderado como el primer bioquimico del siglo XX y el creador de la biologia
celular. Tuvo una gran intuicién cientifica al advertir una relacién entre la
vitamina C y los flavonoides. Igualmente consideré a los complejos metalicos
de los flavonoides con unas caracteristicas bioactivas de primer orden en los
procesos vitales.

Fn segundo lugar el Profesor Tiselius, que hizo posible la aplicacién de la
electroforesis y los sistemas cromatogréficos, que revolucionaron la tecnolo-
gia cientifica, entre otros para los flavonoides.

Completan el cuarteto, el Profesor Milstein y el Profesor Kohler, por sus in-
vestigaciones sobre los anticuerpos monoclonales, que facilité la localizacion
de los receptores celulares de gran nimero de compuestos orgdnicos, como
hormonas, vitaminas, flavonoides y estrégenos que hizo posible la Terapia de
Sustitucién Hormonal, e influyé en las investigaciones de diferentes especiali-
dades médicas, como la inmunologia y el cancer.

Al finalizar, a los dignos Académicos y a todas las sefioras y sefiores aqui
presentes, les doy mis mds efusivas gracias,
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DISCURSO DE CONTESTACION AL EXCMO. SR. DR. D.
FRANCISCO TOMAS LORENTE PRONUNCIADO POR EL
EXCMO. SR DR, D. LUIS CEPEDA MUNOZ

Excelentisimo sefior Presidente
Excelentisimos e ilustrisimos sefioras y sefiores académicos

Sefioras y sefiores

En la primera ocasién que hablé en esta Academia, lo hice comenzando mi
discurso con estas tres palabras:

“Un gran honor”

Entendia, que en efecto era un gran honor el que se me conferia al permitir
dirigirme a tan selecto auditorio con motivo de mi ingreso en esta Real Aca-
demia de Doctores de Espaiia.

Hoy, he de comenzar de igual manera, poniendo en las palabras mayor
énfasis, si es posible, ya que el honor aumenta al haberme designado para
contestar en nombre de la Academia al discurso de ingreso como Académico
Numerario del Sefior Doctor D. Francisco Tomads Lorente, en el que concu-
rren el mérito y el merecimiento, y por si fuera poco al que profeso una gran'y
profunda amistad nacida durante los afios de universidad, cultivada y madu-
rada en el tiempo y con los encuentros ocasionales, muchas veces provocados,
a lo largo de los afos, en los que ademads fui adquiriendo admiracién por los
trabajos y éxitos del amigo, muchas veces conseguidos con esfuerzo suple-
mentario por tener que superar inconvenientes de lejanfa de los entonces cen-
tros de investigacién, y de las oportunidades o facilidades que en otros Iugares
mas favorecidos, podian encontrarse, que en provincias adonde escasamente
llegaban las ayudas a la incipiente investigacién, e incluso hasta el apoyo mo-
ral y comprension a quién como en el caso como el del Dr. Tomas dedicaba
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su entusiasmo, al tiempo que creaba una importante familia, alld en su tierra
natal, a la que habia que atender.

El Doctor Tomas, nos ha deleitado con la exposicién de su APORTACION
AL ESTUDIO DE LOS FLAVONOIDES, en un recorrido en el que ha tratado
desde las generalidades del conocimiento y origen botdnico de estas sustan-
cias, pasando por las estructuras quimicas y diferenciales de los grupos, la
sintesis, la evolucién y perfeccionamiento de los métodos analiticos que han
permitido llegar al conocimiento que hoy tenemos de ellos, la aplicacién de
estos métodos, para dejarnos unas gotas selectas sobre la bioactividad y la
farmacologia.

Esto por si mismo seria motivo mas que suficiente para ensalzar la calidad
del discurso y el conocimiento que el Dr. Tomas tiene de esta materia y de la
importancia cientifica, industrial, farmacoldgica y sanitaria que entrafa. Pero
no se ha detenido ahi, en cada paso ha ido, con suavidad y firme conviccion,
desgranando puntos clave en los que ¢l personalmente ha contribuido en mu-
chas ocasiones y que han facilitado el camino para que otros investigadores
puedan seguir sus pasos y puedan perfeccionar el conocimiento y descubrir
otros flovonoides que tanta importancia tienen y tendran en la naturaleza, la
industria y para la salud de las personas.

Centrando nuestro objetivo en el interés del tema planteado, hemos de
sefialar que los flavonoides tienen amplia difusién en los vegetales con fun-
ciones ornamentales como las de los antociandsidos que dan los colores rojo,
azul y violeta a las flores, frutos y hojas, influyendo en la polinizacién al atraer
a los insectos; ejercen poder protector de la vida de las plantas filtrando la
radiacion UV y protegen a la planta con su poder antioxidante.

Este mismo grupo de antociandsidos comprende una serie de compuestos
de interés farmacéutico por sus efectos sobre los capilares y venas con pro-
piedades vasoprotectoras y venoténicas aumentando la resistencia y dismi-
nuyendo su permeabilidad y fragilidad. Por otra parte y dada su naturalezay
practica atoxicidad se utilizan como pigmentos para colorear medicamentos
y alimentos.

Junto con este grupo de los antocianésidos, las flavonas, flavonoles, flavo-
nonas y sus heterésidos son los de mayor interés farmacoldgico y terapéutico
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por su accion vitaminica P, por los efectos vasodilatadores, por inhibir la ac-
cion de enzimas relacionadas con el funcionalismo vascular. También se ha
estudiado la accién antiagregante plaquetaria y el poder antiinflamatorio y el
poder antioxidante.

Estamos ante un complejo mundo de principios activos, de los que muchos
de ellos tienen utilidad terapéutica y que gozan, en general, de la peculiaridad
de ser practicamente atdxicos. Este es el mundo en el que nuestro recipienda-
rio ha estado sumido desde que al terminar la carrera de Farmacia y el doc-
torado en Bioquimica, emprendié la apasionante aventura de la investigacion
que alternd con otros trabajos.

Naturalmente los productos naturales que nos ofrecen las plantas han pasa-
do por varias etapas de conocimiento, que van desde el empirismo a la perfec-
cién actual lograda por aplicacién de métodos analiticos, pasando, en el caso
de los de interés terapéutico, por la criba farmacolégica, el ensayo clinico y
el tratamiento galénico para poderse convertir en medicamentos disponibles
para tratar a los enfermos necesitados de ellos.

Sin embargo la inteligencia humana ha ido imitando a la naturaleza y per-
feccionando estos principios activos a fin de conseguir la produccién indus-
trial y abaratar su obtencién mediante sintesis, de tal manera que se puede
disefiar Ia estructura molecular que se considere més idénea para obtener
aquellos que puedan ser los apropiados para las indicaciones terapéuticas que
se pretenden.

En este campo es donde también nos encontramos con el Dr. Tomds como
estudioso y desentranador de la estructura de varios de estos compuestos y
como sintetizador o creador de moléculas previamente disefiadas para conse-
guir el fin previsto.

‘Repasando someramente la actividad industrial del Dr. Tomads, hallamos
que es autor de mas de 150 sintesis de productos industriales y farmacéuticos,
tales como 10 sulfamidas; la sintesis de la nerolina y la bromelina permiti6 que
la importante industria de perfumeria para la que trabajaba, se convirtiera en
el méximo proveedor europeo de estas sustancias, asi como la sintesis del ace-
tato de terpenilo, muy utilizado en perfumerfa, permitioé a la empresa situarse
a la cabeza mundial de los exportadores de este producto.
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Hemos ido esbozando conocimientos y actividades y circunstancias que
han permitido acercarnos al conocimiento de la persona que es el Dr. Tomds.
Pero un conocimiento mas detallado y profundo le revela en el aspecto cien-
tifico como un gran y apasionado investigador capaz de superar los muchos
inconvenientes que ha encontrado en su camino, e incluso superar las tenta-
ciones que ha tenido de dedicarse a actividades mas sencillas y lucrativas; y
en el aspecto humano nos hallamos ante un hombre que fiel a su vocacién
armonizd y armoniza el trabajo, la familia, el ocio y la amistad.

Aun recuerdo la circunstancia que posiblemente fue el principio de la ad-
miracién que profeso al querido amigo. Realizdbamos, un grupo amplio de
compafieros de promoci6n, un viaje de visitas a empresas nacionales y euro-
peas de farmacia, acompafiados por nuestro profesor y maestro Dr. Santos
Ruiz, cuando al llegar a Heidelberg me dijo que pensaba quedarse alli para
hacer un curso de perfeccionamiento del aleman. Eran tiempos en los que
no eran muy frecuentes las salidas y las estancias en el extranjero, por eso me
causé un cierto sentimiento de extrafieza a la par que de sana envidia por lo
que entonces se me antojaba como una afortunada osadia.

Aquel fue el principio. Después el profesor Santos Ruiz le ayud6 a obtener
una beca para realizar estudios predoctorales en la Universidad de Miinster.
En esta Universidad tuvo la oportunidad de conocer al Profesor Arne Tiselius
de [a Universidad de Upsala con ocasién de varias visitas que realizé a Miins-
ter. Tiselius habia obtenido el premio Noébel por su descubrimiento de la elec-
troforesis y alenté y aconsejé a nuestro recipiendario, lo que unido a las sabias
ensefianzas del profesor Micheel de la Universidad de Miinster despertaron
su vocacion investigadora que tuvo, en Espana, el apoyo de los profesores
Albareda, Botella Llusia, Lora Tamayo, Gonzalez Gonzalez, y por supuesto de
nuestro maestro el profesor Santos Ruiz.

La continuacién de este magnifico principio se resume, no sin dificultad,
€1n:

- Ser el creador de una linea de investigacion cientifica en el CEBAS de
Murcia, del CSIC que tiene gran predicamento nacional e internacio-
nal.

- 145 publicaciones, la mayor parte en revistas prestigiosas extranjeras.
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- Direccién de 11 tesis doctorales que alcanzaron, todas ellas, la méxima
calificacion. Los autores de estas tesis son actualmente:

- Dos cadraticos de Universidad

- Dos profesores de Investigacién del CSIC

- Dos investigadores del CSIC

- Un Cientifico Titular del CSIC

- Un Director General Cientifico de industria de alimentacién

- Dos Catedraticos de Ensefianza Media

- Un Ciéntifico Titular de la Delegacién de Sanidad en Murcia.
- Cinco monografias y colaboracién en libros cientificos

- Diez proyectos de investigacién como investigador principal y colabora-
cidn en otros ocho

- Presidente del Comité Organizador del Primer Simposio de la Phytoche-
mical Society of Europa

- Participe y directivo en numerosos congresos cientificos
- Pertenece al Grupo de Investigacién sobre Flavonoides y Polifenoles
- Como resumen de la actividad investigadora:

- 58 Proyectos y contratos

- 19 Tesis doctorales dirigidas

- 5 Patentes

- 255 Trabajos publicados

Como consecuencia practica de estas actividades, ya citamos la fabricacion
y exportacién de nerolina, bromelina y acetato de terpenilo. Hay que subrayar
que la publicacién del trabajo sobre obtencién de hesperidina, publicado en
1970, permitié la creacién de tres empresas para fabricarla. Hoy una de esas
empresas estd infegrada en una importante multinacional.
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Si nos preguntdsemos si se puede conocer a una persona por sus hechos,
la contestacién estd en los evangelios. Pero por lo que llevamos dicho quizds
podamos conocer la faceta cientifica y de investigacion del Dr. Tomds que es a
lo que fundamentalmente nos hemos referido hasta ahora; pero existen otros
hechos, otras actitudes, otros matices que configuran la faceta humana, sin la
cual no podemos decir que conocemos la persona.

Hay algo que aparentemente es poco frecuente en personas como la que
nos ocupa, que desde muy joven sintié la atraccién por la investigacion y que
hace configurarle como un individuo metido en los libros y en sus reflexio-
nes. Nada mas lejos de la realidad. Francisco Tomads era un joven deportista,
buen velocista; tenfa tiempo para el estudio y para el entrenamiento atlético,
le gustaba el campo y el ejercicio al aire libre, aficion no perdida que sigue
cultivando aunque ya de otra manera como la pesca y la navegacion. En los
tiempos en que compartiamos pupitre en la Facultad de Farmacia de Madrid,
parece como si hubiéramos acordado el desmentir aquello que se decfa: que
la asignatura de Educacion Fisica, una de las tres “marias”, era el martirio de
los empollones por que las mejores notas se las daban a los mas brutos. No era
cierto, recuerdo como exhibiamos con orgullo la papeleta de calificaciéon de
matricula de honor en gimnasia al propio tiempo que modestamente, él mas
que yo, por que obtenia mejores calificaciones, ocultdbamos las notas impor-
tantes en las asignaturas claves.

Ya hemos referido Ia capacidad de armonizar el trabajo, el ocio y la vida
familiar, que tiene el Dr. Tomds. Esta armonia es la que preside su obra y
actividad, apenas si se nota, es como ocurre en poesia que con palabras muy
sencillas se pueden componer frases y pensamientos muy bellos, como el
acompasamiento de la vida a que se referia Fray Luis de Le6n, “ni envidiado
ni envidioso™; pero no a solas, por que por fortuna también supo, como ex-
presaba otro peta, Gabriel y Galdn, aprender en el hogar “en que se funda la
dicha mas perfecta”, y encontrar la mujer, entre las hijas de su hidalga tierra,
que complementara con la sabiduria que solo las mujeres, las grandes mujeres
tienen, esa impalpable habilidad y maestrfa para formar y aglutinar la impor-
tante y feliz familia, que componen Francisco y Ana Marfa con sus seis hijos:
Francisco Abraham, Mabel, Manuel David, Santiago Daniel, Ulrika y Luis
Benjamin.
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Estamos, por desgracia, viviendo una época de crisis familiar, de alteracién
de valores, de culpabilidades achacadas siempre a otros, para derivar la propia,
haciendo prevalecer o enmascarando el individualismo y el egoismo. No es
este el camino para un buen futuro, ni el caso del Dr. Tomas. Una anécdota
ocurrida no hace mucho tiempo pone de manifiesto hasta que punto una
persona, un hombre como Francisco Tomds asume y afronta la desgracia, y
acepta personalmente los sinsabores evitando, en este caso, que Ana Marfa, su
esposa, sufriera o se preocupara ante una contingencia nefasta, que afortuna-
damente no tuvo, para ellos, consecuencias irreparables.

En la primavera del pasado afio, un grupo de compafieros realizamos una
pequefia escapada turistica por el norte de Espafia, fué cuando ocurrié el
accidente ferroviario de Chinchilla, Al enterarnos, naturalmente sentimos
la consternacién propia del caso. Francisco Tomads comenzd a estar nervioso,
cambié de actitud, estaba muy reservado y apenas participaba en los temas
y conversaciones, y se la vefa frecuentemente agarrado al teléfono, Procuré
acercarme a él para si podia ayudar en algo hasta que se sincer¢ diciendo que
el tren del accidente era el que su hijo cogfa con frecuencia en sus desplaza-
mientos a Madrid, pero no queria que se dijera nada para no preocupar a Ana
Maria. Mas tarde consiguié averiguar que en efecto, su hijo figuraba entre
la lista de hospitalizados, en observacion, pero seguramente no era grave ya
que incluso habfa colaborado en el salvamento de viajeros, en los primeros
momentos del accidente. Ya con mayor tranquilidad decidié continuar el
viaje, que duraria dos dias mds, sin decir nada a su esposa y pudiera disfrutar
de unas pequefias vacaciones bien merecidas. Solamente al regreso a Madrid,
Ana Maria supo del accidente de su hijo, pero ya dado de alta, aunque con
innumerables magulladuras.

Que sencillo de decir y que dificil de hacer. Solo quién tiene esa capacidad
de sacrificio y respeto a los demas es merecedor de poder compartir la dicha
que la familia proporciona.

Este es el Sr. Dr. D. Francisco Tomds Lorente del que me congratulo de per-
tenecer a su circulo de amigos y de haber tenido la ocasién de proponer para
ingreso en esta Real Academia de Doctores de Espafia. Los méritos que le
acreditan ya fueron evaluados por la Comisién de Admisiones y revalidados
con la votacién del Pleno de la Academia.
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Hoy he esbozado una breve semblanza que ha querido ser comprensiva de
la oportunidad del tema elegido para el discurso, del interés que actualmente
y para el futuro tiene, asi como de algunos rasgos de su personalidad que de-
finen una envidiable forma de ser y de trabajar.

Con ello, Excmo. Sr. Presidente, Excmos. e Ikmos. Sres. Académicos, Sefio-
ras y Seflores, vuelvo a expresar el agradecimiento por habérseme designado
para el grato menester de contestar al discurso de ingreso como Académico
Numerario de la Real Academia de Doctores de Espaifia, del Exmo. St. Dr. D.
Francisco Tomés Lorente.

Finalmente al repetir el alto honor que representa esta designacién, no de-
seo olvidar de expresar la satisfaccion intima que el hecho me produce y decir
también que el ingreso que celebramos debe constituir ademas un motivo
y sentimiento de orgullo para todos y cada uno de nosotros al poder contar
desde hoy con un companero académico con los méritos y caracteristicas que
adornan al Sr. Dr. D. Francisco Tomds Lorente.

En nombre de la Corporacion, bienvenido
He dicho.

Muchas gracias
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