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Resumen 19

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de metabolitos secundarios en las
plantas con una amplia actividad bioldgica, por lo que muchas de las investigaciones
realizadas en varias areas de la ciencia (bioquimica, farmacia, medicina, etc.) se centran

en ellos.

La presente tesis doctoral, dividida en tres bloques, se ha enfocado en el estudio de este
tipo de compuestos en diferentes fuentes vegetales y en la bioactividad que presentan in

vitro e in vivo.

En el primer bloque, llevado a cabo en colaboracién con el Instituto de Biologia
Molecular y Celular (IBMC) de la Universidad Miguel Hernandez y con la empresa
Quimicas del Vinalop6 se ha dedicado al estudio de especies del género Cistus. Este
género comprende especies ampliamente distribuidas en la region mediterranea vy
especialmente abundantes en la peninsula Ibérica y noroeste de Africa. Aunque sus
aceites esenciales han sido muy estudiados, existe muy poca informacién sobre el
contenido polifendlico de estas plantas, pudiendo suponer una fuente abundante y de
bajo coste para la obtencion de polifenoles con potencial uso en diversas aplicaciones.
Por esta razén, en el capitulo 1 se ha procedido a caracterizar por primera vez un
extracto acuoso obtenido de Cistus ladanifer mediante cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a espectroscopia UV/Visible y espectrometria de masas con
analizador de tiempo de vuelo y trampa de iones (HPLC-DAD-ESI-TOF-MS/IT-MS/MS). La
caracterizacién de C. ladanifer ha servido como base para, en el capitulo segundo,
caracterizar los compuestos mas importantes de las especies de este género y poder
llevar a cabo un andlisis comparativo sobre el perfil polifendlico de las especies de Cistus
mas comunes en Espafa, y relacionar evolutivamente los diferentes subgéneros. El
estudio de la bioactividad de C. ladanifer y C. populifolius (seleccionadas por su elevado
contenido en elagitaninos) se ha llevado a cabo en el tercer capitulo de este primer
bloque, analizando su actividad antioxidante mediante diversos métodos basados en

transferencia de electrones y en transferencia de atomos de hidrégeno, su actividad
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antimicrobiana contra bacterias Gram negativas y Gram positivas y su actividad

anticancerigena en varias lineas celulares.

En el segundo bloque de esta tesis doctoral se ha evaluado la bioactividad en cdncer de
mama y colon de 14 aceites pertenecientes a 5 variedades distintas que difieren en su
perfil polifendlico. El aceite de oliva virgen extra, un importante ingrediente de la dieta
mediterranea, es conocido por sus multiples propiedades beneficiosas para el
organismo. Gran parte de estos efectos saludables se deben a los compuestos fendlicos
gue se encuentran presentes en el aceite. En el capitulo 4 se ha estudiado la relacion
entre la capacidad antiproliferativa de estos aceites en una linea celular de cancer de
mama resistente a los tratamientos anti-HER2 vy el perfil polifendlico que presentan, en
colaboracion con el Instituto Catalan de Oncologia (ICO) de Girona. En el capitulo 5,
también en colaboracion con el ICO, se estudia la capacidad de estos mismos aceites
para prevenir la transicién que sufren las células epiteliales hacia un fenotipo
mesenquimal en algunas enfermedades, dando como resultado una fibrosis excesiva o,
en el caso del cancer, metdstasis. Para finalizar este segundo bloque, en el capitulo 6, y
en colaboracidn con el IBMC de la Universidad Miguel Hernandez, se ha llevado a cabo
un estudio de absorcidn, metabolizacién y capacidad anticancerigena de los compuestos
fendlicos presentes en extractos de aceites de oliva virgen extra en las lineas celulares

HT29 y SW480 de adenocarcinoma de colon, utilizando para ello nLC-ESI-TOF-MS.

El tercer bloque se ha dedicado al estudio de Hibiscus sabdariffa mediante una
colaboracion multidisciplinar entre el IBMC de la UMH, el Centre de Recerca Biomedica
del Hospital Universitari Sant Joan de Reus, el Departamento de Bioquimica de la Escuela
de Optica de la Universidad Complutense de Madrid y el Institut National de la Santé et
de la Recherche Médicale (INSERM) del Hopital Necker-Enfants Malades de Paris y las
empresas Monteloeder y NDN. En el capitulo 7 se han cuantificado los compuestos de un
extracto acuoso de H. sabdariffa mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS y se ha validado el

método calculando la reproducibilidad, repetitividad y los limites de deteccion vy



Resumen i’ ) 21

cuantificacion. Ademas, se ha evaluado la capacidad antihiperlipémica de este extracto
en ratones knock-out LDLr”". En el capitulo 8 se ha caracterizado y cuantificado un
extracto polifendlico enriquecido de H. sabdariffa asi como diferentes fracciones
obtenidas a partir de éste. Se ha evaluado la capacidad que poseen mejorando el estrés
oxidativo e inflamatorio e inhibiendo la adipogénesis en preadipocitos 3T3-L1, en
adipocitos maduros y en adipocitos hipertrofiados resistentes a insulina. En el capitulo 9
se ha llevado a cabo un estudio de biodisponibilidad en ratas de los compuestos
fendlicos y la metabolizaciéon que sufren tras una ingesta forzada del extracto
polifendlico enriquecido de H. sabdariffa mediante HPLC-ESI-TOF-MS, relacionandolo
con el estatus oxidativo del plasma. Por ultimo, en el capitulo 10, se pone de manifiesto
gue en enfermedades para las que actualmente no existe tratamiento como es el caso de
las condrodisplasias, la busqueda de nuevos compuestos bioactivos en extractos
vegetales es una buena aproximacién para mejorar, desde un punto de vista molecular y

celular, los transtornos ocasionados por estas enfermedades.
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Les composés phénoliques constituent un groupe de métabolites secondaires chez les
plantes avec une grande activité biologique, et pourtant, de nombreuses recherches
réalisées dans plusieurs domaines d'intérét scientifigue (biochimie, pharmacie,

médecine, etc.) sont centrées sur eux.

La présente these doctorale, divisée en trois blocs, a mis I'accent sur I'étude de ce type
de composés de différentes sources végétales et leur bioactivité présentée in vitro et in

vivo.

Le premier bloc, réalisé en collaboration avec l'Institut de Biologie Moléculaire et
Cellulaire (IBMC) de I'Université Miguel Herndndez (UMH) et I'enterprise Quimicas del
Vinalopd, est consacré a I'étude des especes du genre Cistus. Ce genre comprend des
especes largement distribuées dans la région méditerranéenne et particulierement
abondantes dans la région de la péninsule Ibérique et le nord-ouest de I’Afrique. Bien
gue ces huiles essentielles ont été trés étudiées, il n’y a presque aucune information sur
la teneur polyphénolique dans ces plantes, alors gu’elles pourraient étre une source
abondante et peu colteuse de polyphénols, avec la possibilité de les utiliser dans
diverses applications. Pour cette raison, dans le chapitre 1, on a caractérisé pour la
premiere fois un extrait aqueux obtenu a partir de Cistus ladanifer en utilisant la
chromatographie liquide d’haute résolution couplée a spectroscopie UV/Vis et la
spectrométrie de masses avec analyseur de temps de vol et piege a ions (HPLC-DAD-ESI-
TOF-MS/IT-MS/MS). La caractérisation de C. ladanifer a servi de base pour, dans le
deuxieme chapitre, caractériser les plus importants composés des especes de ce genre et
effectuer une analyse comparative sur le profil polyphénolique dans les espéeces plus
communes de Cistus en Espagne et mettre en relation I’évolution des différents sous-
genres. L'étude de la bioactivité de C. ladanifer et C. populifolius (sélectionnés selon leur
haute teneur en elagitannins) est effectuée dans le troisieme chapitre de ce premier
bloc, ou I'on a analysé son activité antioxydante a l'aide de diverses méthodes fondées

sur le transfert d'électron et le transfert des atomes d'hydrogene, leur activité
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antimicrobienne contre les bacteries Gram-négatives et Gram-positives et leur activité

anticancéreuse dans plusieurs lignées cellulaires .

Dans le deuxieme bloc de cette these doctorale, on a evalué la bioactivité, dans le cancer
du sein et du c6lon, de 14 huiles appartenants a 5 variétés différentes qui different dans
leur profil polyphénolique. L’huile d’olive extra vierge, un ingrédient important de la
gastronomie méditerranéenne, est connue pour ses multiples propriétés bénéfiques
pour la santé. Une grande partie de ces effets sont dus aux composés phénoliques qui
sont présents dans |'huile. Dans le chapitre 4, on a étudié la relation entre la capacité
antiproliferative de ces huiles dans une lignée cellulaire de cancer du sein résistante aux
traitements anti-HER2 et le profil polyphénolique de ces huiles, en collaboration avec
I'Institut Catalan d'Oncologie (ICO) de Gérone. Dans le chapitre 5, aussi en collaboration
avec I'lCO, on a examiné la capacité de ces mémes huiles d’empécher la transformation
des cellules épithéliales vers un phénotype mésenchymateuse qui se déroule dans
certaines maladies, résultant dans une fibrose excessive ou, dans le cas du cancer, en
métastase. Pour terminer ce deuxieme bloc, au chapitre 6 et en collaboration avec
I'IBMC de [|'Université Miguel Hernandez, on a mené une étude d'absorption, de
métabolisation et de capacité anticancéreuse des composés phénoliques présents dans
les extraits d'huile d’olive extra vierge dans les lignées cellulaires HT29 et SW480
d'adénocarcinome du célon, a l'aide de la nanochromatographie liquide couplée a la

spectrometrie de masses avec analysateur de temps de vol (nLC-ESI-TOF-MS).

Le troisieme bloc est dédié a I'étude d’Hibiscus sabdariffa grace a une collaboration
multidisciplinaire entre I'IBMC de I'UMH, le Centre de Recherche Biomédicale de
I'Hopital Universitaire Sant Joan de Reus, le Département de Biochimie de I'Ecole
d'Optique de I'Université Complutense de Madrid, I'Institut National de la Santé et de Ia
Recherche Meédicale (INSERM) de I'Hopital Necker-Enfants Malades de Paris et les
entreprises Monteloeder et NDN. Dans le chapitre 7 on a quantifié les composés d’un

extrait aqueux d’H. sabdariffa par HPLC-DAD-ESI-TOF-MS et la méthode a été validée en
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calculant la répétabilité, la reproductibilité et les limites de détection et de
quantification. En outre, on a évalué la capacité antihyperlipemique de cet extrait dans
des souris knock-out pour les recepteurs des LDL (souris LDLr'/'). Dans le chapitre 8 a été
caractérisé et quantifié un extrait d’H. sabdariffa enrichi en polyphénols ainsi que
différentes fractions obtenues de lui. On a évalué leur capacité en améliorant le stress
oxydatif et inflammatoire et en inhibant I'adipogénesis en preadipocytes 3T3-L1 et des
adipocytes matures et dans adipocytes hypertrophiés résistant a l'insuline. Au chapitre 9
on a mené une étude de biodisponibilité chez les rats des composés phénoliques et la
métabolisation dont souffrent aprés une consommation forcée d'extrait polyphénolique
enrichi d’H. sabdariffa par HPLC-ESI-TOF-MS, et leur rélation concernant le statut
oxydatif du plasma. Pour finir, au chapitre 10, il apparait évident que, pour certaines
maladies actuellement incurables, comme les chondrodisplasies, la recherche de
nouveaux composés bioactifs dans les extraits de plantes est une bonne approche pour
améliorer les problémes causés par ces maladies, du point de vue moléculaire et

cellulaire.
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La busqueda de extractos naturales de origen vegetal y de principios bioactivos a partir

de éstos como preventivos, mejoramiento o tratamiento de diversas enfermedades es

un campo de la ciencia muy activo en estos ultimos afios. Para ello no sélo es importante

conocer la bioactividad que presenta sobre ciertas enfermedades un extracto vegetal,

sino también caracterizar perfectamente los compuestos presentes en él. Por ello, los

objetivos planteados en la presente tesis doctoral son los siguientes:

En el primer bloque de la tesis se pretende caracterizar un extracto acuoso de
Cistus ladanifer mediante una potente plataforma analitica como es el
acoplamiento entre cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a
espectroscopia UV-Vis con detector de bateria de diodos (DAD), espectrometria
de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF-MS) vy trampa de iones (IT-
MS/MS). Ademas, se comprobara si el perfil polifendlico de diferentes especies
del género Cistus pertenecientes a sus tres subgéneros puede utilizarse para
construir y/o corroborar los arboles filogenéticos establecidos. Por ultimo, se
pretende evaluar la bioactividad de Cistus ladanifer vy Cistus populifolius
analizando su capacidad antioxidante, antibacteriana y su citotoxicidad frente

diferentes lineas celulares cancerigenas.

En el segundo bloque de la presente tesis doctoral se comprobard la actividad
anticancerigena y el mecanismo de accion de los polifenoles obtenidos de 14
aceites de oliva virgen extra pertenecientes a 5 variedades distintas en la linea
celular JIMT-1 de cancer de mama resistente a los tratamientos anti-HER2 vy la
capacidad de inhibicion de la transicién epitelial-mesenquimal que sufren las
células en varios tipos de enfermedades, desencadenando una fibrosis excesiva, o
metastasis en el caso del cancer. Por ultimo se valorard la capacidad
antiprliferativa de los polifenoles del aceite de oliva virgen extra en dos lineas

celulares de adenocarcinoma de colon (HT29 y SW480) y se realizara un analisis
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metabolomico de los compuestos fendlicos originales del aceite de oliva y la
metabolizacién que sufren tanto en el medio de cultivo como en el citoplasma
celular utilizando para ello la nanocromatografia liquida (nLC) acomplada a

espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF-MS)

El el tercer y ultimo bloque, los objetivos consisten en validar un método analitico
para caractrizar y cuantificar los compuestos fendlicos presentes en un extracto
acuoso de Hibiscus sabdariffa, en un extracto polifendlico enriquecido obtenido a
partir de éste y en subfracciones purificadas mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS. A
continuacion se ensayara la bioactividad que presentan estos extractos mediante
ensayos de capacidad antioxidante, de capacidad antihiperlipémica en ratones
knock-out LDLr-/- y su capacidad antiadipogénica en la linea celular adipocitica
3T3-L1. A continuacién se realizard un estudio de biodisponibilidad vy
metabolizacién de los compuestos de Hibiscus sabdariffa en ratas wistar tras una
ingesta forzada del extracto polifendlico enriquecido vy la relacion con el estatus
oxidativo del plasma sanguineo. Para finalizar, se realizard una busqueda de
nuevos compuestos bioactivos en extractos vegetales y el mecanismo de accién a
nivel molecular y celular que presentan, como tratamiento de enfermedades

huérfanas como es el caso de las condrodisplasias.
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1. LA MEDICINA NATURAL EN LA HISTORIA.

La utilizacién de plantas como herramientas para la curacion de diferentes trastornos de

la salud estd ampliamente documentada desde la antigliedad en todas las culturas. El

tratamiento de

las enfermedades en

la prehistoria del ser humano comenzd,

probablemente, en el intimo contacto con la naturaleza, con la observacion de las

costumbres de otros animales y con la experiencia acumulada tras la ingestidn accidental

o provocada de algunas especies vegetales.

e I e T3 L3 T U N
e L T ] .J-:.EF-H e

e AT
o e e el

ul:_,: Jl""-"""-l Bom “‘1"('%,_ j 4
oy | o
1 =B t,,,-{
ﬂ_ﬂ_ﬂr{
--..i..a-r

Figura 1. Papiro de Ebers (1700 a.C.) egipcio

(superior) y De materia medica (siglo | d.C.) de

Discérides (inferior).

Las raices de la filosofia de la medicina natural son
milenarias. Los conocimientos sobre las plantas
medicinales, antes del nacimiento de la escritura,
se realizaban oralmente. Entre los textos mas
antiguos encontrados donde se describen plantas
medicinales figuran una tablilla de arcilla sumeria
(3000 a.C.) y el “Pen Tsao” (2.800 a.C.) de origen
asiatico. Posteriormente, los egipcios en el “papiro
de Ebers” datado del 1700 a.C. citan
aproximadamente 700 plantas utilizadas con fines
medicinales (Figura 1, superior). Ya en la época
clasica, Hipocrates (400 a.C.) hizo referencia a la

“vix medicatrix naturae” -la naturaleza sana por si

misma- y posteriormente Discorides en el siglo |
d.C. en su trabajo “De materia medica” (Figura 1,
inferior) describié unas 600 plantas usadas en

tratamientos médicos.

No fue hasta los siglos XVIII y XIX cuando se dio lugar a un gran avance de estas ciencias,

de la patologia y de la clinica. Por una parte gracias al estudio quimico de la composicién
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de los productos naturales asi como sus sustancias activas, y por otra el analisis
fisiolégico de los mecanismos de accion, gracias a la fructifera relacidén entre la quimicay

la medicina.

2. EXTRACTOS VEGETALES COMO FUENTE NATURAL DE COMPUESTOS BIOACTIVOS.

La creciente preocupacién social por el impacto sobre la salud humana y el medio
ambiente de las sustancias y preparados quimicos peligrosos ha estimulado la busqueda
de soluciones para producir productos mas ecoldgicos, a trabajar con mas firmeza a
favor del medio ambiente y a controlar mejor el rendimiento ecoldgico de los productos

en todo su ciclo de vida.

En la actualidad, la busqueda de principios bioactivos centrada en especies vegetales
como fuente de compuestos con acciones beneficiosas sobre el hombre y otras especies
animales es un campo de la ciencia muy activo. Ademas de obtenerse compuestos con
aplicaciones concretas, esta actividad contribuye a disminuir la liberacion de sustancias
potencialmente tdxicas y xenobidticas al medio ambiente (como alternativa al sector
petroquimico) y, ademads, disminuir el riesgo de aparicion de cepas microbianas
resistentes a antibidticos sintéticos ofreciendo una alternativa terapéutica, aplicando el
“Principio de Precaucion y Sustitucion” definido en el “Libro Blanco de la Comision
Europea sobre la Estrategia para la futura politica en materia de sustancias y preparados

peligrosos” publicado en febrero de 2001.

Es debido a todas estas razones por las que en la presente tesis doctoral se ha querido
estudiar en profundidad las siguientes plantas (o productos derivados), tanto de una

forma analitica como la bioactividad que presentan.
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2.1. Cistus spp.

2.1.1. Generalidades del género Cistus.

Las especies del género Cistus (Orden Malvales, Familia Cistaceae) son conocidas
vulgarmente como Jaras o Estepas, aunque esta denominacidn también se aplica a

algunas especies del género Halimium, intimamente relacionado con ellas.

Las plantas del género Cistus son perennifolias, arbustivas y lefiosas que se extienden por
suelos acidos, aridos y secos, graniticos y pizarrosos de la cuenca mediterrdnea, y
raramente en suelos calizos. Crecen en los suelos mds degradados, por lo que su
presencia suele indicar suelos muy pobres. Estas plantas producen alelopaticos que
inhiben el crecimiento de otras especies vegetales a su alrededor, con lo que son capaces
de crear grandes masas arbustivas compactas en el habitat donde habitan. Ademds, son
especies pioneras en la recuperacién de suelos degradados especialmente tras un
incendio forestal, ya que las semillas tienen un cardcter pirdfilo y ven favorecida su
germinacion por la accion del fuego. Las flores son hermafroditas y pentameras y con
numerosos estambres. La polinizacidon suele ser por zoofilia y la dispersiéon de sus

semillas es por anemocoria/zoocoria/autocoria.

Dentro del género Cistus podemos encotrar tres subgéneros:

Leucocistus, al que pertenecen C. ladanifer, C. salviifolius, C. populifolius, C. laurifolius y
C. monspeliensis.

Cistus, representado por C. crispus, C. incanus y C. albidus.

Halimioides, que engloba a C. libanotis y C. clusii.
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2.1.2. Cistus ladanifer.

C. ladanifer (jara comun, jara pringosa, jara de

Introduccion

las cinco llagas, estepa de ladano) (Figura

2) es llamada asi por la esencia de lddano que exuda la planta, una oleorresina

compuesta basicamente por ladaniol (C;;H370), sesquiterpenos, ésteres y taninos. Ha

sido declarada como especie de interés especial segin el Anexo | al Decreto 50/2003 de

30 de Mayo. Boletin Oficial de la Regién de Murcia de 10 de junio de 2003.

Figura 2. C. ladanifer. Superior: arbusto; inferior izquierda:

detalle de la flor; inferior derecha: detalle de hojas y fruto.

Es un arbusto de hasta 3 m de altura,
erecto, con lefo duro y corteza pegajosa
pardo-rojiza. Muy oloroso. Sus hojas son
opuestas, simples, sésiles o cortamente
pecioladas, lanceoladas, estrechas y de
color verde oscuro, muy viscosas Yy
pegajosas al tacto, con el envés cubierto
de pelos estrellados y el haz
glabrescente. Presenta flores solitarias y
terminales de color blanco, de hasta 11
cm de didmetro, y a menudo con un
anillo de cinco manchas purpureas. La
floracion suele ser entre marzo y mayo.

El fruto es una cdpsula globosa de hasta

10 léculos con un indumento denso que se abren en la madurez en otras tantas valvas.

Es muy abundante en la peninsula Ibérica por toda la regidn Mediterranea occidental,

desde Portugal y Marruecos hasta la Costa Azul y Argelia. Suelen ser un elemento

constituyente de encinares y alcornocales de los pisos termomediterraneo y

mesomediterraneo.
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La resina de ladano que exuda es muy inflamable, por lo que ante un incendio, la jara
hard que éste se propague mas rapidamente. El lddano es, ademds, un alelopatico™ y
también le sirve de proteccion frente al calor y la sequia, ya que refleja los rayos del sol y
protege a la planta de sobrecalentamientos. El agua que pierde por transpiracién

también es menor gracias a esta capa aceitosa que la recubre.

La resina de ladano tiene un sabor amargo que tradicionalmente se ha utilizado como
balsamo contra la tos, tranquilizante y analgésico en tratamientos de artritis, etc”. Sin
embargo, el ladano es neurotdxico, hepatotdxico, nefrotdxico, e inhibe la relajacion

muscular’ por lo que su administracién oral no es recomendada.

En la actualidad, el uso que se le da al ladano es principalmente industrial, especialmente
en perfumeria, donde una vez refinada la resina, se utiliza para fijar y dar olor a las
pinturas, siendo Espafia la principal exportadora de esta esencia. La madera de Cistus
ladanifer, por ser durisima se usa en la fabricacion de pequefias herramientas o piezas

gue vayan a sufrir gran rozamiento, y también como excelente lefia.

Sin embargo, aunque su resina ha sido muy estudiada®, muy poco se conoce de su perfil

polifendlico.

2.1.3. Cistus populifolius.

Cistus populifolius (jara macho, jardn, jara cervuna) (Figura 3) se caracteriza por ser un
arbusto recto de hasta 1.5 metros de altura de tallos rojizos. Sus hojas son aovadas, de
forma acorazonada y estrechadas en la punta, simples, opuestas y de largo peciolo,
rugosas, glabrescentes y muy grandes. Sus flores blancas son solitarias o en cimas
paucifloras y presentan 5 sépalos rojizos, de forma acorazonada, envolviendo los 2 de los
extremos a los demas. El fruto es una cdpsula ovoide, subpentagonal, que se abre en 5

valvas repletas de pequefias semillas.
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Su habitat suele ser muy similar al de C. ladanifer,
aunque al ser una planta menos helidfila, suele
encontrarse preferentemente en zonas frescas y de

umbria.

Cistus populifolius ha sido ampliamente utilizado en
la medicina popular debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antiespasmoddicas, cicatrizantes
antimicrobianas, antiulcerogénicas, y
vasodilatadoras’®. Aunque se haya estudiado la

bioactividad del extracto acuoso de C. populifolius,

poco se conoce de su perfil polifenélico.
Figura 3. C. populifolius. Superior: detalle de

las flores; inferior: detalle del fruto.

2.1.4. Otras especies del género Cistus.

Cistus salviifolius (jara negra, estepa negra, jaguarzo morisco) (Figura 4, superior
izquierda) es un arbusto de hasta 1 metro de altura con corteza grisacea o negruzca. Sus
hojas presentan pelos tanto por el haz como por el envés, y sus flores son de color
blanco con la base de los pétalos amarillenta. Su habitat se extiende por suelos arenosos,
rocosos, siliceos y arcillosos, formando parte en pinares, alcornocales y encinares. Se
adapta bien a condiciones xéricas. A esta especie vegetal se le atribuyen propiedades

10,11

astringentes, cicatrizantes, antioxidantes e hipoglicémicas®®. Aunque el extracto

13,14

hidroalcohdlico de esta especie se ha caracterizado ™", nada se conoce de la fraccién

polifendlica de un extracto acuoso.

Cistus clusii (romero macho, jaguarzo) (Figura 4, superior centro) es un arbusto de hasta
1 metro de altura que en su estado vegetativo puede confundirse con el romero. Sus

hojas son opuestas, brillantes por el haz y blanco tomentosas por el envés. Sus
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inflorescencias son umbeliformes con hasta 8 pequefias flores de color blanco. Su habitat
se da por suelos calizos (aunque puede encontrarse incluso en suelos arenosos y
yesosos) aguantando bien el calor y la sequia. Forma parte de zonas con pino carrasco y
encinas. Tradicionalmente se ha utilizado como antiinflamatorio™ y contra la caida del

cabello®®. Sin embargo, apenas existen datos sobre los compuestos fendlicos de C. clusii.

Cistus laurifolius (jara o estepa de montaia) (Figura 4, superior derecha) es un arbusto
de hasta 2 metros de altura, con corteza de color grisaceo. Sus hojas tienen forma oval-
lanceoladas de haz verde oscuro y envés blanco tomentoso. Sus flores se rednen en
inflorescencias cimosas umbeliformes de hasta 9 flores de color blanco y base amarilla.
Su fruto globoso se abre en 5 valvas. Suele crecer en pinares, encinares, robledales y
estepas. Tradicionalmente se le han atribuido propiedades antiinflamatorias y
antinociceptivas'’. El perfil polifendlico de C. laurifolius se conoce desde hace algunos

afios®.

Cistus monspeliensis (estepa negra, jara de Montpelier) (Figura 4, centro izquierda) se
caracteriza por ser una especie subarbustiva, de hasta 1.5 metros de altura. Sus hojas
son estrechas, opuestas y sésiles, de un color verde intenso por el haz y mas palido por el
envés hirsuto. Las hojas son muy pegajosas y con un fuerte olor debido al ladano que
exuda. Sus flores de color blanco suelen ser solitarias o en grupos de 8-10. Su hébitat se
da preferentemente por suelos siliceos, aunque es poco exigente en cuanto al tipo de
suelo. Crece en climas cdlidos y aguanta bien las solanas, pero no resiste las heladas.
Actualmente se utiliza en jardineria ornamental y en repoblaciones forestales.
Recientemente se ha descubierto su actividad antiproliferativa en la hipertrofia
prostatica benigna’®. Sobre su perfil polifendlico se conoce Gncamente su composicidn

en catequinaszo.

Cistus libanotis (jara del Libano, romerina) (Figura 4, centro derecha) es un arbusto de

hasta 1 metro de altura. Sus hojas son estrechas, lampifias y verde oscuras por el haz y
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con pelos en el envés. Sus flores son blancas con una mancha amarilla en la base y
largamente pedunculadas. Su fruto es una capsula globosa de seis valvas. Su habitat se
extiende por suelos arenosos costeros bajo pinares. Ni sobre sus aplicaciones

medicinales ni sobre su composicidn polifendlica existen referencias actualmente.

Cistus albidus (jara blanca, estepilla) (Figura 4, inferior izquierda) es un arbusto de hasta
0.15 metros de altura y de corteza grisacea. Sus hojas son opuestas y sésiles, ovaladas y
planas, con muchos pelos estrellados tanto por el haz como por el envés. Sus flores son
terminales agrupadas, de color rosado purpureo. El fruto es una capsula enteramente
pelosa dehiscente en cinco valvas. Su habitat se extiende por suelos preferentemente
calizos, aunque también por otros tipos como los arenosos y muy pobres. Soporta muy
bien las sequias y suele encontrarse en encinares y otros bosques mediterraneos.
Tradicionalmente se ha utilizado C. albidus para combatir el dolor de estomago, en
contracturas y neuralgias.
Recientemente se ha realizado un
estudio sobre su capacidad
antioxidante y su actividad inhibidora
de la proliferacién celular in vitro*’.
Sobre su perfil polifendlico, sélo se
conoce de forma parcial las
proantocianidinas oligoméricas que

presentazz.

Cistus incanus (jara gris) (Figura 4,

% ¢ el inferior centro) es un arbusto de

Figura 4. Diferentes especies del género Cistus. Superior hasta 1 metro de altura y recubierto
izquierda: C. salviifolius; superior centro: C. clusii; superior

de pelos. Sus hojas son pequeiias,
derecha: C. laurifolius; centro izquierda: C. monspeliensis;

centro derecha: C. libanotis; inferior iquierda: C. albidus; inferior ovaladas, de bordes ondulados Yy

centro: C. incanus; inferior derecha: C. crispus. cubiertas por pelos grisaceos. Sus
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flores son de un color rosa purpura con pétalos arrugados y crecen agrupadas de forma
terminal. Esta planta crece sobre suelos secos y calcareos. A C. incanus se le han
atribuido efectos antibacterianos vy antifungic0523, citotoxicos®*, anticancerl'genosw,
antiinflamatorios®, gastroprotectores® y antivirales®’. Existen varios estudios en los que

se han caracterizado la fraccidn fendlica de esta planta®**®%.

Cistus crispus (jara rizada) (Figura 4, inferior derecha) es un arbusto postrado de hasta
0.6 metros de altura. Sus hojas son pelosas, sésiles, con los margenes rizados, haz verde
rugoso y el envés mas claro. Las flores son de color purpura, cortamente pecioladas, que
aparecen solitarias o en grupos. Su habitat se encuentra en alcornocales, encinares,
pinares, jarales y brezales. Puede aparecer sobre suelos pedregosos o incluso arcillosos.
No tiene usos tradicionales atribuidos y todavia no se conoce nada respecto a su perfil

polifendlico.

2.2. Olea europaea y aceite de oliva virgen extra.

El olivo (Olea europaea L.) es un arbol perennifolio que puede alcanzar hasta los 15
metros de altura, con un tronco estriado en canal y cuyas hojas coriaceas y lanceoladas
son de color verde oscuro por el haz y verde grisaceo por el envés, glabras, de margenes
lisos y pedunculo corto. Sus flores sons bisexuales o poligamas y el fruto, la aceituna, es
una drupa suculenta globosa muy aceitosa, del que se obtiene el aceite de oliva.
Actualmente se cultiva en todos los paises de la cuenca Mediterranea, especialmente en
el centro y el sur de Espaia e Italia, y en Grecia, Turquia, TUnez y Marruecos entre otros.

Espaia es el principal productor de aceite de oliva con un 40 % de la produccién mundial.

La dieta mediterrdnea engloba los hdbitos alimenticios tipicos de algunas regiones
mediterraneas, tales como Espafia, Creta, Gracia e Italia. En los anos 60 se descubridé que

la esperanza de vida de estas poblaciones era mas alta en comparacion con la del resto
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del mundo, mientras que las tasas de enfermedad coronaria, algunos tipos de cancer y
otras enfermedades crdnicas directamente relacionadas con la dieta eran mas bajas. Al
estudiar los hdbitos alimenticios de las distintas poblaciones se comprobd que la
alimentacion de los paises del Mediterraneo, compuesta por verduras, hortalizas,
legumbres, frutas, pescado, aceite de oliva y vino, podia ser la condicionante de las
reducidas cifras de colesterol que presentaban los mediterraneos cuando eran
comparados con los habitantes de América del Norte, anglosajones y centroeuropeos,
guienes consumian una dieta con mayor contenido caldrico, basada en grasas y
proteinas de origen animal, productos lacteos y dulces que cocinaban con mantequilla o
derivados. Como consecuencia de este hecho y de las conclusiones del estudio se acuid
el término de Dieta Mediterranea como dieta saludable, especialmente por su efecto
beneficioso sobre las enfermedades cardiovasculares, ya que disminuye los niveles de
colesterol en sangre y reduce la presidn arterial, previniendo asi de la presencia de

codgulos de sangre, y protegiendo contra los radicales libres.

El aceite de oliva (Figura 5) es
un elemento clave en la dieta
mediterranea. Su composicion
varia en funcion de multiples
factores, tales como |la
variedad de aceituna, la
exposicidon solar, la localizacion

geografica, las caracteristicas

Figura 5. Aceitunas (fruto de Olea europaea) y aceite de oliva obtenido del olivar, la forma de

de éstas. ., .,
extraccion Yy la conservacion

del aceite3®3?,

En general pueden distinguirse dos fracciones en la composicion del aceite de oliva

virgen: una saponificable y otra insaponificable.
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La fraccion saponificable representa entre el 98.5% y el 99.5% del peso del aceite de
oliva. Los dacidos grasos del aceite de oliva son basicamente monoinsaturados, como el
acido oleico que representa entre el 60-80 % del total de acidos grasos. También
podemos encontrar acidos grasos saturados (13-20%), fundamentalmente palmitico (11-
17%) y estearico, y acidos grasos poliinsaturados entre los que se encuentran los acidos

grasos esenciales linoleico (4-20%) y linolénico (0.9%).

La fraccidn insaponificable, también denominandos componentes minoritarios,
constituye entre el 0.5 y el 1.5% de los aceites y. Esta fraccion es, en parte, la
responsable de la estabilidad oxidativa y las caracteristicas organolépticas excepcionales
de estos aceites. Los componentes minoritarios de los aceites vegetales se eliminan
mayoritariamente durante los procesos de refinacion. Es por ello que el aceite de oliva
virgen, al ser obtenido uUnicamente mediante los procesos de lavado, prensado,
centrifugacion vy filtraciéon, conserva todos estos componentes. Este grupo de
compuestos incluye a los hidrocarburos, esteroles, tocoferoles, pigmentos, alcoholes

grasos, compuestos volatiles y aromaticos y compuestos fendlicos.

Son las propiedades antioxidantes y bioactivas de los polifenoles del aceite de oliva las
que han estimulado numerosas investigaciones para establecer el perfil de estos
compuestos. En el aceite de oliva se han descrito compuestos pertenecientes al grupo de
los alcoholes fendlicos, incluyendo hidroxitirosol y tirosol, dcidos cindmicos como el
cumarico, cafeico, ferulico y sindpico, lignanos (pinoresinol y derivados), flavonas
(luteolina y apigenina), flavonoles y acidos benzoicos entre los que encontramos los
acidos galico, siringico, vanilico, etcétera. Pero los compuestos mayoritarios son los
secoiridoides como las agliconas de la oleuropeina y del ligustrésido, definidos como
ésteres heterosidico del acido elendlico con el hidroxitirosol o el tirosol respectivamente,

asi como sus formas dialdehidicas>*>*.
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La dieta mediterranea y especialmente el aceite de oliva han demostrado diversos

efectos beneficiosos en el organismo, como la disminucidon del riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares®, la reduccién del LDL-colesterol en sangre36'38, la

1

prevencién de la aterosclerosis®>*, disminucién de la hipertension*®*!, mejora de la

40,41 40,42
d

obesida , diabetes tipo 27", sindrome metabdlico vy alzheimer®, potente

37,42,44

antioxidante y antiinflamatorio , Y anticancerigeno (especialmente en cancer de

mama, colorectal y de prdstata)* .

2.3. Hibiscus sabdariffa.

Hibiscus sabdariffa (Orden Malvales, Familia Malvaceae) (Figura 6) comunmente
conocida como flor de Jamaica, rosella y en d4rabe como karkade, crece
mayoritariamente en Africa Central y occidental, y en el sur y este de Asia. Forma un
género amplio de alrededor de 220 especies. El género Hibiscus incluye plantas anuales o
perennes desde pequefios arbustos a
pequeios arboles. Las hojas son alternas y
simples y las flores son largas, conspicuas,
con forma de trompeta, con cinco pétalos,
de tonos rojos o morados. La planta se usa
mundialmente como bebida refrescante o
como infusidn. Estos extractos se han usado

tradicionalmente en medicina popular® en

aplicaciones que incluyen el tratamiento de

la  hipertension®®®’, enfermedades hepéticas™>, y como antioxidante®®®,
antimicrobiano®"®?, antiinflamatorio®™®®, neuroprotector58'67, antimutagénicos&69 y
70-72

anticancerigeno’ '“. Sin embargo, el principal uso que se le da a Hibiscus sabdariffa es su

54,73-77

actividad hipolipemiante e hipocolesterolémica , combatiendo la obesidad y

protegiendo de esta manera, junto con sus otras actividades, el padecer enfermedades
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coronarias o relacionadas con éstas’®”®

. Es una variedad de té que apenas contiene
sustancias excitantes, por lo que su ingesta es muy recomendable en todo tipo de
personas. El alto contenido del té de hibisco en flavonoides es lo que le dota de estas

todas estas actividades.

Una de las ventajas industriales de esta planta es su rapida reproduccién y la simplicidad
y bajo coste para la obtencion del extracto. El color rojo caracteristico se debe a los
antocianos, delfinidina-3-O-sambubidsido y cianidina-3-O-sambubidsido entre otras. Las
antocianinas que contiene son usadas como colorantes naturales en comidas®. La
composiciéon quimica de Hibiscus sabdariffa se conoce relativamente. Ensayos con TLC y
HPLC han revelado la presencia de quercetina, luteolina y sus glicésidos, dacido
clorogénico, gosipetin, hibiscetin y sus glicdsidos, fenoles y acidos fendlicos (acido
protocatecuico y pelargonidinico), eugenol y los esteroles B-sitosterol y ergosterol entre

81-83

otros . Ademads, el 4cido hidroxicitrico y su lactona son dos importantes componentes

de esta planta®.

3. POLIFENOLES: BIOSINTESIS Y CARACTERISTICAS.

Los productos naturales constituyen hoy dia una fuente prolifica de compuestos
bioactivos para el desarrollo de nuevos medicamentos o como preventivos de diversas
enfermedades. Debido a su gran diversidad estructural, estos compuestos representan
una fuente complementaria imprescindible frente a los compuestos sintetizados en los
laboratorios. Sin embargo, los grandes cambios que han tenido lugar en el proceso de
descubrimiento de nuevos medicamentos en la Ultima década han introducido nuevos
requerimientos en el campo de la investigacion de los productos naturales. Las
aproximaciones cldsicas han dado lugar a conceptos y aproximaciones mas modernas.

Las nuevas tendencias van encaminadas a la necesidad de identificar el candidato mas
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prometedor de una mezcla compleja y acelerar el proceso de purificacién y evaluacién

de ese candidato®.

Estas tendencias van dirigidas a la aplicacidn de bioensayos de los extractos crudos para
identificar aquellos que podrian contener compuestos bioactivos que puedan ser luego
fraccionados y aislados de una forma biodirigida. Convencionalmente este proceso
incluye la extraccidon de cantidades significativas de la fuente vegetal, seguido por el uso
de técnicas separativas como la cromatografia para identificar y caracterizar los
compuestos, utilizando para ello diferentes sistemas de deteccion como pueden ser UV-

Vis, IR, MS o RMN.

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen uno de los principales grupos de
metabolitos secundarios con una gran diversidad de estructuras y funciones, pero
generalmente constan de un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo. Se
consideran metabolitos secundarios de las plantas aquellos compuestos que no son
esenciales para su supervivencia en su conjunto o de alguna de sus partes®. Los
compuestos fendlicos o polifenoles constituyen uno de los grupos de sustancias mas
numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con mas de 8000 estructuras
fendlicas conocidas actualmente. Entre las principales familias de compuestos fendlicos
podemos encontrar los fenoles simples, benzoquinonas, &acidos fendlicos, acidos
fenilacéticos, acetofenonas, acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas,
cromonas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides, lighanos,

ligninos y taninos hidrosolubles (Figura 7).
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Los flavonoides, cuyo esqueleto basico es del tipo C6-C3-C6, constituyen la familia mas
importante y ampliamente distribuida en la naturaleza, y a su vez se puede subdividir en
distintas clases: chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavonas, flavonoles,
dihidroflavonoles,  flavanonas, flavanoles, flavandioles (leucoantocianidinas),

antocianidinas y proantocianidinas (taninos condensados) (Figura 7).

Los compuestos fendlicos surgen de dos principales rutas metabdlicas: la ruta del acido
shikimico y la ruta del acetato (Figura 8) y se generan durante el desarrollo normal de la
planta aunque el contenido en algunos de ellos puede incrementarse bajo condiciones
de estrés como radiacidon UV, infeccién por patdgenos y parasitos, polucion del aire y
exposicion a temperaturas extremas, o disminuir por accién de las enzimas
polifenoloxidasas (PPOs) ante daio celular tanto por causas fisicas como infecciosas. El
nivel de compuestos fendlicos en vegetales también se ve afectado por otros factores
como tipo y técnicas de cultivo, condiciones de crecimiento, proceso de maduracién, asi

como condiciones de procesado y almacenamiento.

En los alimentos derivados de fuentes vegetales, los compuestos fendlicos estan
intimamente relacionados con sus cualidades sensoriales y nutricionales, de forma que
pueden contribuir al amargor, astringencia, color, flavor, olor y estabilidad oxidativa del
alimento®. Otra caracteristica esencial de los polifenoles es su habilidad para
interaccionar con proteinas, lo cual es responsable de la percepcién de astringencia que
resulta de la interaccion de los taninos con las proteinas salivares, por formacién de
precipitados e inhibicién de ciertas enzimas, reduciendo la digestion de las proteinas de

la dieta.

Ademads, diversos estudios han demostrado que los compuestos fendlicos exhiben un

amplio rango de propiedades fisioldgicas, como antialergénicas®, antiaterogénicas®>*>%°,

89,91 90,93

antiinflamatorias®>®!, antimicrobianas®, antioxidantes y cardioprotectoras™ v

anticancerigenas entre otras.
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Esta demostrada bioactividad de los polifenoles

53

los convierte en importantes

compuestos funcionales y por tanto, es de gran interés su determinacion en matrices

tanto vegetales como bioldgicas.
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4. POLIFENOLES Y BIOACTIVIDAD.

En los ultimos afios se ha dado un aumento en el interés de identificar fitoquimicos o
compuestos vegetales que tienen efectos positivos en la salud, los cuales han cubierto
una amplia drea de investigacion, que incluye, entre otros, estudios sobre la actividad
antioxidante, anticancerigena, la disminucién de obesidad, del colesterol y de
enfermedades cardiovasculares relacionadas. Con frecuencia, el éxito de |la
caracterizacion de un fitoquimico puede conducir al desarrollo de nuevos alimentos o
suplementos con actividades que favorecen a la salud. Durante las ultimas décadas,
estos alimentos han sido denominados alimentos funcionales, que son generalmente
aceptados como aquellos que contienen, de forma natural y mas alld de sus nutrientes

basicos, cualidades beneficiosas para la salud.

4.1. Infeccidn bacteriana y polifenoles.

La infeccion se define como la colonizacion de un organismo huésped por especies
patégenas comprometiendo el correcto funcionamiento y supervivencia del huésped. La
infeccion puede ser localizada cuando afecta a una parte del organismo o generalizada

cuando se extiende por todo el cuerpo.

Los factores que afectan a la aparicidén y desarrollo de un proceso infeccioso son, entre
otros, la ruta de entrada del organismo patdgeno, la carga bacteriana, el periodo de
incubacidn, la virulencia intrinseca y toxicidad del patégeno, el poder invasivo y el estado

inmune del huésped.

Estas bacterias infecciosas se van a reproducir rapidamente en el organismo huésped

excretando toxinas que dafen los tejidos y produciendo una afluencia de glébulos
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blancos (neutrofilos) que fagocitaran a estos microorganismos agresores y comenzando

asi un proceso inflamatorio asociado a la infeccién.

Es interesante estudiar las propiedades antibacterianas de las plantas para ayudar a
combatir o frenar estas infecciones combinadas o no con los tratamientos tipicos
basados en antibidticos y por ello numerosos estudios se han llevado a cabo en este

campo con multitud de matrices vegetales®>>.

4.2. Cancer y polifenoles.

El cancer comprende un grupo de enfermedades caracterizadas por la proliferaciéon
autonoma de células neopldsicas que tienen varias alteraciones, incluyendo mutaciones

e inestabilidad genética.

Segln la OMS, el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
atribuyéndole alrededor de un 15 % del total de defunciones, situandose a la cabeza los

canceres de pulmédn, estdmago, higado, colorrectal y de mama°®.

El cdncer se desarrolla a partir de alteraciones genéticas y epigenéticas que permiten a
las células sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos reguladores de apoptosis, de la

proliferacion y del ciclo celular”’.

El ciclo celular se define como el intervalo entre cada divisidn celular y comprende cuatro
fases estrictamente reguladas: fase G1, S, G2 y M. En la fase S (de sintesis) el material
genético se duplica, en la fase M (mitosis/meiosis) la célula se divide, y entre ambas fases
se encuentran las fases G1 y G2 en las que la célula se detiene para crecer lo necesario

antes de continuar la division. Existe una fase denominada GO en la cual las células estan
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en un estado quiescente sin dividirse. Los factores que regulan la salida de GO y entrada

en G1 son cruciales para determinar la frecuencia del crecimiento™.

Entre cada una de las fases del ciclo celular encontramos puntos de control con los que
asegurar la correcta duplicacién del ADN y la correccion de errores que se hayan podido
producir durante su replicacidon. Se necesita de la accién de proteinas especificas para
qgue la célula pueda superar esos puntos de control y asegurar una correcta division

celular (Figura 9).

Entre estas proteinas encontramos la familia de las ciclinas dependientes de kinasas
(cdk)®, que comprende 11 proteinas diferentes. Las ciclinas, proteinas diana de la
fosforilacion de las cdk, son sintetizadas durante la interfase y son destruidas
abruptamente al final de la mitosis. Actualmente se conocen seis familias de ciclinas en
mamiferos, y se clasifican segun el punto de control del ciclo celular donde ejercen su
100

funcidn. Las ciclinas mds importantes en el ciclo celular son las ciclinas A, B, Dy E

(Figura 9).
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Figura 9. Esquema simplificado del control por parte de las ciclinas y las kinasas

dependientes de ciclina (cdk) en el ciclo celular.
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Existen ciertas proteinas que actuan como “centinelas” del ciclo celular, como es el caso
de la proteina p53, que detiene el ciclo celular en G1/S 6 G2/M ante un dafio en el ADN y
activa enzimas reparadoras de este dafio como son las proteinas de la familia GADD45
(growth arrest and DNA damage). Si el dafio en el ADN es reparado, p53 se degrada y
permite a la célula continuar con un ciclo celular normal. En el caso contrario, la célula

entra en apoptosis y muere®1%,

Las histonas H2AX también tienen un papel importante en el ciclo celular. La fosforilacion
de esta histona (y-H2AX) indica un dafio en el ADN localizado, deteniendo el ciclo celular

103,10 por otro lado, las acetiltransferasas (HAT) y

hasta que se repare el ADN
desacetilasas (HDAC) de histonas son las encargadas de introducir o eliminar grupos
acetilo en residuos de lisina de las histonas. La presencia de grupos acetilo en estas
proteinas hara mas fuerte su unién con el ADN y, por tanto, aumentaran la condensacion
de éste, impidiendo que se desempaquete. Esta acetilaciéon/desacetilacion de las
histonas es crucial en la regulacion de la trascripcidon génica, permitiendo o impidiendo
gue la cromatina esté accesible a las proteinas encargadas de transcribir el ARN
mensajero. La hiperacetilacién de las histonas (ya sea por activacion de las HAT o
inhibicién de las HDAC) provoca la parada del ciclo celular por impedir la expresion de
genes implicados en la proliferacion y el reclutamiento de varios factores que

promueven la expresién de genes supresores de tumores™*'%,

Otras proteinas implicadas merecen atencidn por estar en puntos clave de varias vias de
sefializacidn. Entre ellas econtramos la AKT1 (PKB, protein kinase B), implicada en el ciclo
celular y parada en G1 o G2 si esta proteina esta fosforilada'®’; MEK1 (MAP2K1, mitogen-
activated protein kinase kinase 1) y Stat3 (signal transducer and activator of transcription
3) que pueden promover un aumento de la proliferacién o la apoptosis segin su grado
de activacion'®'%; NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
es un factor transcripcional de respuesta rapida formado por dos subunidades, p65/p50,

implicado, al igual que las demas, en la proliferacién celular y entrada en apoptosis si la
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subunidad p65 se encuentra fosforilada’'’; por dltimo, MAPK/p38 (mitogen-activated
protein kinase de 38 KDa) interviene en la regulacion de la apoptosis y en la parada del
ciclo celular, induce la diferenciacién celular y la producciéon de citoquinas en la

inflamaciéon*.

4.2.1. Cancer de mama.

El cancer de mama (Figura 10) es el tipo de cancer mas frecuente en las mujeres
occidentales. Representa alrededor del 30% de todos los tumores, y aproximadamente el
20% de todas las muertes relacionadas con esta enfermedad. En Espaia, el cancer de
mama ha pasado a constituir en las ultimas décadas un problema sanitario de primera

magnitud.

Cada afio se diagnostican mas de 15.000 nuevos casos en nuestro pais, lo cual supone un
aumento de la incidencia de un 3% anual desde los afios ochenta. Aun asi, los datos de

prevalencia de cancer de mama para los paises de la Unién Europea ponen de manifiesto

cierta distribucion heterogénea, en paises como ltalia,
Grecia, Portugal y Espafa, y en general los paises
localizados en la franja mediterranea, presentan un
numero de casos de cdncer de mama significativamente
. menor que el resto de paises integrantes de la Unidn
Europea (con reducciones de hasta el 25% en el riesgo de

padecer cancer de mama cuando se comparan mujeres

gue consumen grandes cantidades de aceite de oliva virgen

Figura 10. Carcinoma lobular de

con aquéllas que consumen otro tipo de aceite o grasa).
mama.

Muchos de los tumores de mama presentan una particularidad que los distingue de la

mayoria de los otros tumores: la hormonodependencia de estrégenos para su desarrollo

112-114
. El

y crecimiento tejido mamario requiere del aporte de estrégenos para su
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crecimiento, y en consecuencia, los tumores originados a partir de este tejido van a
conservar la dependencia de los estréogenos para su proliferacion. Los tumores que se
encuentran en este estadio son tratados en la mayoria de las ocasiones mediante
terapias antiestrogénicas las cuales son, en un principio, capaces de controlar el

crecimiento del tumor en un gran nimero de casos.

Sin embargo, en muchos de los casos, la hormonodependencia del tumor se pierde, las
células cancerosas sufren una serie de transformaciones adicionales que las vuelven
hormonoindependientes'*? y las hace capaces de crecer en ausencia de estrégenos. En
este nuevo estadio, los tumores presentan un peor prondstico, ya que la adquisicidn de
la independencia a estrégeos se acompana de un aumento en la agresividad del tumor,
lo que provoca la utilizacion de tratamientos mas agresivos (quimioterapia vy

. . 1112,113,115
radioterapia) """,

El receptor de estrégenos (RE) es el principal encargado de recibir los estimulos
estrogénicos y convertirlos en una respuesta que implique la proliferacion de las células;
por tanto, en cualquier alteracién de la respuesta a los estimulos estrogénicos,
forzosamente debe estar implicado el receptor de estrégenos. EI RE es un receptor
nuclear que a su vez actua como un factor de transcripcion que controla la expresion de

18 1as

un determinado numero de genes, en su mayoria relacionados con la proliferaciéon
células RE positivas pueden tratarse con antiestrogénicos (como el Tamoxifeno), siendo

estos tumores los que presentan un mejor prondstico.

Otro receptor que aparece mutado en aproximadamente un 30 % de los casos es el
receptor ErbB2 (HER2), asociado a la activacién de la proliferacién celular. El cancer de
mama HER2 positivo se trata acutalmente con anticuerpos anti-HER2 (Trastuzumab),

aungue el prondstico de este tipo de cdnceres tiene un peor prondstico.
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Sin embargo, y como se ha dicho anteriormente, los tumores RE positivos pueden perder
su hormonodependencia, al igual que los HER2 positivos pueden insensibilizarse al
tratamiento con anticuerpos, siendo, en este uUltimo caso, tumores con un tratamiento

especialmente complicado y desfavorable.

Es por esto ultimo que cada vez mas se buscan tratamientos alternativos para el cancer
de mama, en especial en los casos mas complicados de la enfermedad. En las ultimas dos
décadas son numerosos los estudios que se han realizado al respecto. Desde el afio 1995

ha cobrado principal relevancia el estudio del té verde en diferentes lineas celulares de

117-120 117,121

cancer de mama , animales de experimentacién y estudios epidemiolégicos en

122,123

la poblaciéon femenina . Todos estos estudios ponen de manifiesto el importante

papel que juega la epigalocatequina galato (EGCG) extraida de ésta matriz vegetal. Sin

embargo, no pueden descartarse sinergismos con otras moléculas o incluso con los

medicamentos utilizados actualmente que potencien los efectos de este flavonoide?****

126

También han sido objeto de estudio en el cancer de mama los polifenoles del vino

127,128 129,130

tinto , Yy de la granada . Del primero, parece ser el resveratrol el principal

131-135

responsable de la bioactividad en este tipo de tumores . Sin embargo, como se ha

comentado anteriormente, no se pueden descartar efectos sinérgicos que aumenten

125,136,137

esta bioactividad antiproliferativa . En el caso de la granada, no estd muy claro

cudl podria ser el compuesto bioactivo responsable, aunque se sospecha del acido

elagico™®.

Otros muchos compuestos y extractos vegetales han sido utilizados en el tratamiento a

nivel celular del cancer de mama, como la curcumina®®*%*° antocianos del

arandano', la genisteina de la soja'*?, y otros tipos de matrices que contienen

. 119,137,143-147
polifenoles™ =" .
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Sin embargo, en la ultima década, los polifenoles del aceite de oliva estan cobrando una
relevancia especial. Estos estudios empezaron comparando la clinica e histologia de
pacientes que consumian regularmente aceite de oliva con aquellas que tomaban otro
aceites diferentes'®®. El &cido oleico, acido graso monoinsaturado caracteristico del
aceite de oliva, tuvo un buen resultado como coadyuvante del Trastuzumab en la terapia
del céncer de mama HER2 positivo'® y formando complejos inhibitorios de la
transcripcion del gen PEA3, implicado en la proliferacién de los tumores™®. Por otro lado,
los polifenoles del aceite de oliva y en especial la oleuropein aglicona han tenido
excelentes resultados en el tratamiento de tumores HER2 positivos que han adquirido

resistencia al Trastuzumab™®

. Ademds, estos polifenoles también son capaces de inhibir
la autofosforilacién del receptor HER2 (impidiendo su activacion)” y promover su
autodegradacion en los proteosomas’>?, inhibir la sintasa de acidos grasos (FAS) que est3

sobreexpresada en los tumores de mama HER2 positivos'>®

e inhibir la proliferacion
celular de células RE positivas / HER2 negativas en la fase G1/S induciendo apoptosis™* e

interfiriendo en la activacién de las MAP kinasas ERK1/2.

4.2.2. Cancer de colon.

El cancer de colon o cancer colorectal (CCR) (Figura 11) es la segunda causa de muerte
por cancer, después del cancer de pulmén en el hombre y de el de mama, en la mujer.
Entre un 22% y un 36% de los casos, se presenta la enfermedad avanzada y, en estos
casos, el indice de supervivencia es practicamente de cero. En nuestro pais se producen
11.000 nuevos casos por afio y la mortalidad inducida por este cancer es de 10 muertes

por cada 100.000 habitantes™.

Como factores de riesgo en el CCR se pueden seiialar la existencia previa (en el individuo
o en su familia) de poliposis adenomatosa, sindrome de Linch, enfermedades
inflamatorias del colon (enfermedad de Chron y colitis ulcerosa) y por ultimo, factores de

. 156,157
la dieta™™™".
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El CCR puede dividirse en tres
grupos: esporadicos (representando
un 70% de los casos
aproximadamente), hereditarios

(con una incidencia menor del 10%)

Figura 11. Evolucién del adenocarcinoma colorectal.

y familiar (con hasta un 25% de los
casos).

158,159

Mutaciones en varios genes intervienen en la apariciéon de un CCR . En los casos en

los que el CCR se hereda, se encuentra como responsable una mutacién en el gen
159,160 . . ™ .

APC , que da lugar a una poliposis adenomatosa familiar y posteriormente a un CCR.

Otros casos de CCR heredado se dan sin poliposis, y en ellos se encuentran mutados

161

genes reparadores como el MSH2 y el MLH1™". Otro gen frecuentemente mutado es el

162,163

oncogén K-ras , estimulandose el crecimiento de las células tumorales. En muchos

casos también se ha visto mutado el gen supresor de tumores que codifica para la

proteina p53'%41®.

Las investigaciones de los compuestos fendlicos en el tratamiento del CCR estan
llevandose a cabo desde hace veinte afos, aunque sélo en los ultimos siete afos a
cobrado especial interés. Los primeros estudios se realizaron con la quercetina™® y los
acidos elagico y clorogénico™’. Los estudios posteriores con el té verde también dieron

169170 Ademas, otras

buenos resultados'®®, especialmente con la epigalocatequina galato
matrices vegetales han sido utilizadas como antiproliferativas del CCR*'’% Sin
embargo, la quercetina ha sido el compuesto fendlico mas estudiado en el cancer de

166,169,173-175
colon .

Cabe destacar la importancia del aceite de oliva en el tratamiento del CCR, pues
numerosos estudios se han realizado siguen realizandose. El primer compuesto ensayado

fue el hidroxitirosol extraido del aceite de oliva’’®, el cual detenia el ciclo celular en fase
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G1 e inducia apoptosis en las células cancerigenas. Los ensayos con el perfil fendlico

completo del aceite de oliva dio como resultado efectos antimetastésicos'’”*’®,

179,180

anticancerigenos , quimiopreventivos™', antiproliferativos y proapoptéticos'®, en

algunos casos por inhibicion de la sintasa de acidos grasos (FAS)*’ e incluso mejorando la

colitis ulcerosa asociada al CCR'®

. Varios estudios con compuestos fendlicos individuales
presentes en el aceite de oliva han demostrado la gran actividad del hidroxitirosol como
molécula antiproliferativa’’® ya que induce parada del ciclo celular mediante inhibicién
de las kinasas ERK1/2 vy la ciclina D** y el pinoresinol como molécula activadora de la

18415 Todos estos datos, unidos a los buenos

proteina supresora de tumores p53
resultados con la quercetina (también presente en el aceite de oliva) hacen de esta

matriz un buen candidato para profundizar en el tratamiento del CCR.

4.3. Envejecimiento y polifenoles.

Nuestro organismo, a consecuencia del transcurso de su metabolismo, produce radicales
libres, agentes oxidantes que causan deterioro celular y tisular. Los efectos perjudiciales
de los radicales libres son varios, desde dafos en el ADN, peroxidacion lipidica, alteracién
de proteinas y de reacciones enzimaticas, hasta dafos en el tejido conjuntivo y dainos
tisulares asociados. Las células tienen mecanismos para eliminar estos radicales libres
mediante enzimas antioxidantes, como la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa.
Mientras que la primera se encarga de eliminar radicales superoxido (O,), la segunda

neutraliza el perdxido de hidrégeno (H,0,).

Sin embargo, el envejecimiento de las células es causado por muchos otros motivos.
Entre ellos destacan los factores genéticos (acortamiento de los telémeros), hormonales,

habitos de vida, dieta, etc.
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El mecanismo de diferenciaciéon epitelial a mesenquimal (EMT, Epithelial-to-
Mesenchymal Transition) (Figura 12) es un modelo idéneo para estudiar el efecto
antienvejecimiento de los polifenoles. Esta transicidon permite que las células epiteliales
puedan convertirse en células migratorias, accion que esta inhibida en un organismo
adulto. Sin embargo, su reactivacidon estd presente en enfermedades acompafiadas de

fibrosis o algunos tumores*®.

Esta transicion ocurre cuando las células epiteliales pierden sus uniones célula-célula
debido a la desaparicion de las uniones adherentes formadas especialmente por E-
cadherina (debido a la represién del gen que la codifica). Ademads, las células epiteliales
pierden de esta forma su polaridad apico-basal, sufre cambios en su citoesqueleto, se
desorganiza la membrana y finalmente se delaminan y migran. Esto es especialmente

importante en las fases metastasicas del cancer'®’%%,

Células epiteliales
Membrana basal

Células mesenquimales

Figura 12. Esquema simplificado de la transicion epitelial-mesenquimal.

La principal responsable de esta transicion es la citoquina denominada factor de
transformacién del crecimiento B (TGF-B, transforming growth factor-B). La unién de
esta citoquina a su receptor TGFBR crea una cascada de sefializacién donde se activan
proteinas de la familia SMAD (transductoras de la sefial del TGF-3) que se translocan al
nucleo celular y se unen a cofactores transcripcionales de la familia SNAIL como SNAI2
(Slug), impidiendo la expresién del gen que codifica para la cadherina E y activando la
transicién celular hacia un fenotipo mesenquimal, produciéndose proteinas como la

vimentina o la fibronectina. Estos eventos desenvocan en una fibrosis excesiva
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acompafada de produccién de coldgeno y de matriz extracelular en el drgano

afectado®**

y dotando a estas células propiedades invasivas.
Aunque existen numerosos estudios sobre el efecto de los polifenoles como compuestos
antienvejecimiento, son escasos los estudios comprobando este efecto en el modelo

EMT, y principalmente estén basados en el té verde y especificamente, en la EGCG™* 3.

4.4. Obesidad y Polifenoles.

La hiperlipidemia (o exceso de lipidos en sangre) se debe, en la mayoria de los casos, a
una mutacion en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), bien por alteraciones en ellas
mismas o por alteraciones en el receptor de las LDL. Malos habitos en la dieta son Ila
principal causa de hiperlipidemia, si bien existen factores genéticos heredados u otras
enfermedades hormonales que pueden condicionarla. Aunque la hiperlipidemia en si no
puede considerarse una patologia, si es un desajuste metabdlico que puede causar

multitud de enfermedades, especialmente enfermedades cardiovasculares y obesidad.

La obesidad es una patologia ampliamente extendida, de elevada prevalencia en los
paises industrializados (mas de 1500 millones de adultos tienen sobrepeso, de los cuales
mas de un tercio son obesos), y se considera uno de los principales problemas de salud

de la sociedad moderna®®.

La obesidad se define como un exceso de almacenamiento de energia en forma de grasa
dentro de los adipocitos que forman el tejido adiposo, y por lo tanto se acompafna de un
aumento en el tamafio de estas células (hipertrofia) y del niumero de éstas (hiperplasia).
Esta enfermedad tiene un origen multifactorial, abarcando, entre otros, factores
genéticos, neuroendocrinos, dieta, sedentarismo, y el uso de algunos farmacos

(antidepresivos, anticonceptivos o glucocorticoides).
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La leptina, un neuropéptido, es secretada por los adipocitos y actua a nivel hipotalamico,
controlando el apetito de tal forma que la leptinemia es reflejo de las reservas grasas del
cuerpo. Una expresion elevada de leptina conyeva una hiperfagia que dara lugar a la

obesidad.

Estudios in vitro sugieren que factores liberados localmente por los adipocitos
hipertrofiados, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y el factor de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1) estimulan la hiperplasia’® y por lo tanto favorecen la diferenciacién
de los preadipocitos a adipocitos maduros (Figura 13). Por otro lado, el receptor y
activador de la proliferacién del peroxisoma (PPAR-y) es uno de los receptores nucleares

mas importantes que estimula la hiperplasia del adipocito.

Como es logico, para suministrar oxigeno y nutrientes al tejido adiposo en expansion, se
incrementa el nimero y el tamafio de los vasos sanguineos. En consecuencia, la fase
inicial de la adipogénesis se vincula de manera pronunciada con la angiogénesis. El factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) liberado por los adipocitos en crecimiento es el

principal mediador de esta angiogénesis'®.

Existen varias enfermedades y trastornos asociados con la obesidad, especialmente
diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, higado graso no alcohdlico (NASH) e

inflamacion®’.

La relacion de la obesidad y la inflamacién (Figura 13) se pone de manifiesto al estudiar
los niveles de expresion de adipoquinas como las interleuquinas (IL) 1y 6, el TNF-ay la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), todas ellas aumentadas en la
obesidad. La elevada produccién de estas proteinas va a potenciar el estado inflamatorio
en el tejido adiposo favoreciendo la activacion e infiltracién de macréfagos maduros. De
hecho, se ha observado que el incremento en la secrecidn de citoquinas como el TNF-a

puede estimular a los preadipocitos y a las células endoteliales a producir MCP-1,
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atrayendo a los macréfagos al tejido adiposo. Una vez infiltrados en el tejido adiposo, los
macrofagos comienzan a secretar citoquinas y quimioquinas tales como TNF-q,, IL-1, IL-6,
y MCP-1. Este patrén de secrecion, junto con el producido por adipocitos y otros tipos
celulares, puede perpetuar un circulo vicioso de reclutamiento de macréfagos vy
produccién de citoquinas inflamatorias, llevando a una inflamacién primaria local en el

tejido adiposo'®*%,

Preadipocito Adipocito Macroéfago

b
Reclutamiento
de macrofagos

Almacenamiento
delipidos
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Figura 13. Relacion entre obesidad e inflamacidn y moléculas sefializadoras implicadas. IGF: factor de crecimiento

insulinico; TNF-a: factor de necrosis tumoral o; IL: interleuquina; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1.
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La secrecidn de todos estos mediadores inflamatorios va a generar especies reactivas del
oxigeno (ERO) como el anidén superdéxido (O-,), el radical hidroxilo (OH-), el peréxido de
hidrégeno (H,0,) v el oxigeno singlete (*O,). Estas ERO aumentaran el dafio celular y
tisular activando la produccién de todas las citoquinas implicadas en la inflamacion y por

consiguiente prolongaran esta respuesta inflamatoria.

Numerosos estudios con extractos vegetales y compuestos polifendlicos purificados han
sido llevados a cabo para prevenir o disminuir la obesidad. Cabe destacar la

investigacion del té verde y las catequinas que lo componen (especialmente la EGCG)™*

204-206

293 y de los polifenoles de uva . Otros polifenoles con demostrada bioactividad

207,208

mejorando la obesidad son |la curcumina y la quercetina®®.

4.5. Patologias huérfanas y polifenoles.

Segun la definicion de la Union Europea, en su Reglamento CE n? 141/2000 1, “las
enfermedades huérfanas son enfermedades potencialmente mortales, o debilitantes a
largo plazo, de baja prevalencia y alto nivel de complejidad. La mayoria de ellas son
enfermedades genéticas; otras son canceres poco frecuentes, enfermedades
autoinmunitarias, malformaciones congénitas, o enfermedades tdxicas e infecciosas,
entre otras categorias. Para abordarlas es preciso un planteamiento global, con esfuerzos
especiales y combinados, para prevenir la morbilidad significativa o evitar la mortalidad
prematura, y para mejorar la calidad de vida o el potencial socioeconémico de las
personas afectadas”. Este tipo de enfermedades tienen una prevalencia menor de 5

casos por cada 10.000 habitantes.

Entre los principales problemas que deben afrontar aquellos pacientes con
enfermedades huérfanas es la inexistencia de tratamiento farmacolégico o, en aquellas

gue si lo tienen, la reticencia de las industrias farmacéuticas a comercializarlos en el
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mercado al no amortizarlos con las ventas previstas sin ningun tipo de incentivo.
Ademas, hay que sumar a estos problemas el retraso en los diagndsticos o la inexistencia
de estos hasta estadios avanzados de la enfermedad (bien por escasez de conocimientos

especializados, por diagndstico equivocado o por dificultades de acceso a la asistencia).

Es debido a que muchas de estas patologias no tienen hoy en dia tratamiento especifico
por lo que se plantea una serie de nuevas estrategias encaminadas al tratamiento de
enfermedades huérfanas mediante la utilizacién de extractos vegetales como fuente
natural de moléculas bioactivas dirigidas contra dianas especificas de estas

enfermedades.

4.5.1. Condrodisplasias.

El crecimiento de los huesos largos depende de la proliferacion y maduracién de las
células que constituyen el cartilago, los condrocitos. Estas células van a ser reemplazadas
de modo gradual por el tejido 6seo durante el crecimiento del individuo. Los condrocitos,
en su proceso de maduracidn, pasan por una primera etapa en la que se hipertrofian
para posteriormente morir en un proceso de tipo apoptéticom. El crecimiento y
desarrollo de los condrocitos en los cartilagos que flanquean los huesos esta controlado
por los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF). Estos factores activan cuatro tipos
diferentes de receptores denominados FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4, estando los tres

primeros implicados en enfermedades congénitas esqueléticas y craneales.

Las enfermedades 6seas o condrodisplasias, también llamadas displasias esqueléticas,
son trastornos esqueléticos hereditarios. Es un desorden genético que se manifiesta con
deformidades de las extremidades y otras partes del cuerpo. Estas enfermedades se
pueden delimitar en diferentes grupos: la displasia distréfica, debida a distintas
mutaciones del gen que codifica para una proteina transportadora de sulfato (DTDST)

originando proteoglicanos poco sulfatados en la matriz cartilaginosa; colagenopatias de
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tipo Il, las cuales se producen por mutaciones del gen
COL2A1, impidiéndose la formacién del colageno tipo Il; y
la acondroplasia, la forma mdas comuin de enanismo
congénito (Figura 14), originada por mutaciones en el
receptor 3 del factor de crecimiento fibroblastico

(FGFR3)*.

Como se ha indicado, la acondroplasia se caracteriza por

una mutacién en el receptor FGFR3 cuyo gen se localiza en

el extremo distal del brazo corto del cromosoma 4.

Figura 14. Tyrion Lanister encarnado
por Peter Dinklage en la serie Juego EStudios previos realizados en distintas poblaciones han

de Tronos. establecido la existencia de una mutacion frecuente
consistente en el cambio de la glicina 380 por arginina (G380R) en el dominio
transmembrana del receptor’?. Mediante ratones knock-out para el receptor FGFR3 se
ha demostrado que este receptor es un regulador negativo en el crecimiento del hueso.
La activacion del receptor y su posterior dimerizaciéon provocan la autofosforilacion de
residuos de tirosina, lo que sirve de sitio de union de proteinas y efectores que propagan
las sefiales de FGFR3, como son las proteinas ERK1/2 y STAT1?". La mutacién G380R
origina una estabilizacién del dimero y por lo tanto una activacion continua del receptor
incluso en ausencia de agonistas’’’. Una vez producida esta activacién sostenida del
receptor, se ocasionando una fosforilacion continuada de las proteinas ERK1/2 (p-
ERK1/2), una acumulacion de CI" a nivel intracelular, una disminucién de la generacion de
matriz extracelular y una bajada de la proliferacién celular®*2**° (Figura 15). Todos
estos eventos hacen que se altere el equilibrio normal entre los procesos de proliferaciéon

y maduracién inhibiéndose el correcto crecimiento de la placa dsea.
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Figura 15. Vias de sefializacidn en la activacidn del receptor FGFR3. FGF: factor de crecimiento fibroblastico; FGFR3:

receptor 3 del factor de crecimiento fibrobldstico; RAS: proteina del sarcoma de rata (GTPasa); RAF: acelerador

rapido del fibrosarcoma (serin-treonin kinasa); MEK1/2: kinasas 1 y 2 de la MAPK; ERK1/2 (MAPK1/2): proteinas

kinasas 1y 2 activadas por mitégenos; Statl: transductor de sefial y activador de la transcripcion 1.
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5. TECNICAS ANALITICAS PARA EL ANALISIS DE POLIFENOLES.

El desarrollo del estudio de los polifenoles se aceleré sustancialmente por la aparicién de
la fitoquimica como rama de la quimica y la evolucion de los estudios sistematicos de
clasificaciéon quimiotaxonémicos, los métodos de extraccidon, purificacion y analisis de
fenoles asi como la implementacion de las técnicas de analisis quimico organico como

herramienta fundamental en la elucidacién de estructuras complejas.

Las técnicas analiticas mas empleadas en la actualidad pueden englobarse en dos
grandes grupos: técnicas separativas y técnicas espectrométricas. Las técnicas
separativas se utilizan para resolver los componentes de una mezcla; por otro lado, las
técnicas espectrométricas proporcionan, para cada compuesto analizado, una

informacidén compleja, relacionada con sus caracteristicas estructurales especificas.

5.1. Técnicas separativas.

Hasta mediados del siglo XX la separacién de los compuestos de una mezcla compleja se
llevaban a cabo mediante destilacion, precipitacién y extraccién. Hoy en dia, sin
embargo, se utilizan especialmente la cromatografia y electroforesis en la separacion

analitica.

Aunque la separacion de los compuestos fendlicos se ha llevado a cabo en varios

27218, cromatografia de gases**% |a técnica

vegetales usando técnicas electroforéticas
mas potente para la separacion de estos compuestos es la cromatografia liquida de alta

resoluciéon (HPLC).
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5.1.1. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La cromatografia comprende un conjunto de técnicas que permite separar componentes
estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en muchas ocasiones resulta
imposible por otros medios. La cromatografia se basa en la distinta distribucién de las
sustancias a separar entre dos fases, una moévil y otra estacionaria, en funcién de sus
propiedades fisico-quimicas (carga, polaridad, potencial redox o masa molecular). Segun
el estado fisico de la fase movil se pueden distinguir tres tipos de técnicas

cromatogréficas: cromatografia liquida, de gases y de fluidos supercriticos.

La cromatografia liquida en columna fue
inventada a principios del siglo XX por el
botanico ruso Mikhail Tswett, quien
empled la técnica para separar varios
pigmentos vegetales como clorofilas y
xantofilas, haciendo pasar disoluciones de
estos compuestos a través de una columna
de vidrio rellena con carbonato de calcio.

Las especies separadas aparecian como

Figura 16. Sistema de HPLC de los afios 1970.

bandas coloreadas en la columna, lo que
justifica el nombre que eligié6 para la

técnica (del griego “chroma” que significa color, y “graphein” que significa escribir).

En los afios 1950, Howard y Marlin introdujeron una nueva modalidad de cromatografia
a la que llamaron de fase reversa. Hasta ese momento la cromatografia se habia utilizado
para separar sustancias polares usando una fase estacionaria polar y fases moviles
apolares. Estos cientificos revirtieron la polaridad de las fases mdvil y estacionaria con el
objetivo de separar acidos grasos, de tal forma que usaron una fase estacionaria apolary

una fase mavil polar.
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A finales de los afios 1960 se vio que la eficiencia de la técnica podia aumentar
disminuyendo el tamafio de particula de la fase estacionaria. Asi, empezaron a
emplearse rellenos de columna con tamafio de particula entre 3 y 10 um. A la tecnologia
que se puso a punto para poder utilizar este tipo de columnas se le lamé Cromatografia
Liguida de Alta Resolucion (HPLC) (Figura 16). Los equipos de HPLC disponen de varios
modulos: bombas capaces de impulsar la fase movil a través de estas columnas con alto
grado de empaquetamiento proporcionando la presidén necesaria para ello; un sistema
de inyeccion de muestra que permite su introduccion en el flujo de la fase mavil de
forma reproducible y sin despresurizaciéon del sistema; y en la mayoria de los casos, un
detector acoplado con el que obtener, ademas de la informacién adicional que nos
proporcione, parametros cromatograficos como el tiempo de retencién y el area de pico
de los compuestos que eluyen de la columna. El tiempo de retencién del analito
dependera de lo fuerte que interaccione con la fase estacionaria, las dimensiones y el
tamano de particula de la columna y de la composicién, flujo y temperatura de la fase

movil utilizada.

La primera vez que se utilizéd un equipo de HPLC para la separacién de polifenoles fue en
el aflo 1973 por Bruckner y colaboradores para la separaciéon de los compuestos de una
muestra de cerveza®*'. Esta técnica ha evolucionado notablemente y a dia de hoy, sélo
entre los anos 2010 y 2011, se pueden encontrar mas de 5000 publicaciones acerca del
uso del HPLC en el analisis de compuestos fendlicos (segun ScienceDirect), lo cual nos da
idea de la importancia y el potencial de esta técnica en la caracterizacién de los

compuestos fendlicos en matrices vegetales.

5.1.2. Nanocromatografia liquida (nLC).

La nanocromatografia liquida (nLC) (Figura 17) es una técnica relativamente reciente que

vio la luz hace aproximadamente 20 afos. Esta técnica cromatografica usa didametros
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internos de columna muy pequefios (10-100 um) y flujos de fase mdvil de 10-1000

nL/min.

Los primeros intentos de usar este tipo de columnas se llevaron a cabo por Karlsson y
Novotny en el afio 1988°* quienes evaluaron columnas de 20 a 70 um. Mas adelante, en

el 1996, Hsieh y Jorgenson®*® desarrollaron columnas mucho mas pequefias de 12 a 33

pum.

Las caracteristicas de la nLC son varias: una gran disminucién del consumo de disolventes
con la subsecuente disminucion de residuos y de coste econémico; una disminucién del
diametro interno de la columna que se traduce en un incremento de la sensibilidad y en
volumenes de muestra mas pequeios; y un mayor empaquetamiento de la columna (y
menor tamafio de poro) lo que aumenta la eficiencia de separacion y disminuye el

ensanchamiento de los picos.

Esta técnica es especialmente potente en el ambito de
la protedmica, campo en el que se han hecho la
mayoria de avances analiticos, aunque también se han
desarrollado aplicaciones para analisis farmacoldgicos,

224-226 .
. Sin embargo, la

ambientales y enantioméricos
nLC tiene todavia poca aplicacién en el campo del

analisis de compuestos fendlicos, habiéndose descrito

Figura 17. Equipo de nanocromatografia algunas aplicaciones, entre las que destaca un método

liquida (nLC). de cuantificacién de polifenoles en aceite de oliva®’.
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5.2. Sistemas de deteccidon en cromatografia liquida.

Un detector debe cumplir, idealmente, con las siguientes caracteristicas: presentar una
elevada sensibilidad y reproducibilidad, limites bajos de deteccidon, pequefia fluctuacion
de la seial de fondo, una respuesta rapida, ser robusto, no interferir con la eficacia de la

separacion, no ser destructivo y ser econdmico.

Existen numerosos sistemas de deteccidn que pueden acoplarse a un sistema de HPLC,
pero los mas comunmente usados son los detectores espectrofotométricos y los

espectrémetros de masas.

5.2.1. Espectroscopia de absorcion molecular Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

Los inicios de la espectroscopia se remontan al afilo 1704 cuando Newton descubrio el
fendmeno de dispersion de la luz. Pero no fue hasta mucho mds adelante cuando Bunsen
y Kirchhoff en 1859 dieron a conocer que cada elemento quimico posee un espectro de
emision de lineas caracteristicas y construyeron un equipo capaz de medir esa emision
llamado espectroscopio. Mientras que la espectroscopia de emision atémica ya tenia
varias aplicaciones practicas a finales del siglo XIX, no fue hasta los afios 30 del siglo XX
que la espectroscopia de absorcion molecular empezé a desarrollarse al descubrir que
las vitaminas (especialmente la vitamina A) absorbian radiacién ultravioleta. En el afio
1940 la casa comercial National Technologies Laboratories (la que mds adelante paso a
ser Beckman Instruments) desarrollé el DU UV-Vis Model A, el primer espectrofotémetro
comercial. En 1954 se desarrollé el primer equipo de doble haz, lo que permitia medidas
mas rapidas y precisas al permitir la medida de la muestra y la de una disolucién de
referencia al mismo tiempo. Hasta este momento se usaban lamparas de tugnsteno para
el espectro visible y lamparas de deuterio para el ultravioleta con la Unica opcién de
seleccionar una longitud de onda para la medida. En 1969 se fabricé el primer detector

acoplable a HPLC, con longitud de onda variable sin necesidad de cambiar los filtros o las
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ldamparas. Diez afios después, en 1979, se inventd el detector de bateria de diodos (DAD)
(Figura 18), cuya aparicién permitio la deteccion simultanea de un rango de longitudes
de onda en segundos con el fin de obtener espectros de absorcion, especialmente en

muestras que pasan rapidamente por una celda.

; La espectroscopia de absorcion molecular
Deuterium lamp

T T Ampiifier UV-Vis se basa en la capacidad de las

v

4 Dinde
W\ array promocion de un electron de su estado

moléculas de absorber radiaciéon en el

rango de los 190-800 nm aproximadamente

del espectro electromagnético, causando la

Grating fundamental a uno excitado. La

Figura 18. Equipo de espectroscopia de absorcion espectroscopia UV-Vis mide, generalmente,
basado en un detector de bateria de diodos (DAD). la absorbancia del analito, definida como la

cantidad de intensidad de luz que es capaz
de absorber una molécula. Esta absorcidn esta relacionada de forma lineal (dentro de un

rango) con la concentracién de la sustancia, siguiendo la ley de Lambert-Beer.

Los multiples enlaces conjugados presentes en los compuestos fendlicos los convierten
en cromoéforos que presentan bandas de absorcidon en la regién UV (generalmente en
torno a los 220 y 280 nm) e incluso en el visible como es el caso de las antocianidinas y

algunos flavonoles.

La espectroscopia de absorcidn UV-Vis tiene una gran aplicacién en la identificacién y
cuantificacion de multitud de moléculas y probablemente sea la técnica de analisis
cuantitativo mds utilizada en todo el mundo debido a su posibilidad para determinar un
gran numero de compuestos y grupos funcionales y su facilidad de manejo, a pesar de

que su sensibilidad es mucho menor que la de otros sistemas de deteccidn.
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5.2.2. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es uno de los pocos sistemas de deteccién que proporcionan
informacién estructural, por lo que la combinacidén de una técnica de separacion de alta
eficacia como el HPLC con la espectrometria de masas como sistema de deteccidén da
lugar a una herramienta muy util en el analisis de muestras complejas, tanto en su
caracterizacion analitica como estructural (incluso medir la relacion isotdpica de atomos
y/o moléculas), ademas de presentar una aceptable sensibilidad, selectividad vy
universalidad. Sin embargo, el coste de adquision de estos aparatos es muy elevado,

presentan una deriva mayor y las interferencias son mas problematicas.

Podria considerarse a Thomson como el padre de la espectrometria de masas. Se basé en
los trabajos previos de Goldstein a finales del siglo XIX en los que descubrié que los rayos
luminosos en un tubo de descarga que contenia gases a baja presidn viajaban en linea
recta desde los agujeros de un disco metdlico usado como cdtodo hasta la parte opuesta
usada como anodo. La continuacién de estos estudios, junto con los descubrimientos de
que esos rayos luminosos podian deflectarse en un campo magnético, llevaron a
Thomson a crear el primer equipo que era capaz de medir las diferencias en la relacidn
masa/carga (m/z) de los atomos. Varios afios después, Aston refind los equipos

fabricados por Thomson y construyé el llamado espectrégrafo de masas.

Debido a que este tipo de detectores necesitan que la muestra se encuentre en estado
gaseoso, los primeros acoplamientos con equipos de cromatografia se llevaron a cabo
con la cromatografia de gases en los afios 1960. No fue hasta la década de los 70 cuando
se empezaron a desarrollar interfases capaces de desolvatar las muestras liquidas
dejando las moléculas ionizadas en fase gaseosa cuando se pudo realizar el acoplamiento

con HPLC, aunque hasta los afios 80 este acoplamiento no fue del todo practico.

Todos los espectrometros de masas cuentan esencialmente con las siguientes partes:
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- Un sistema de ionizacidon o interfase que permita la desolvatacidon e ionizacion de la

muestra. Las interfases mas utilizadas en los acoplamientos con HPLC son la ESI

(ionizacidén por electrospray), en el que la muestra en solucién se hace pasar a través de

un fino capilar al cuyo extremo se aplica un alto potencial eléctrico, se forma un spray a

la salida del capilar y el disolvente se evapora liberando moléculas cargadas, la APCI

(ionizacion quimica a presidn atmosférica) donde la muestra gaseosa se ioniza al

colisionar con los iones producidos al bombardear con electrones un exceso de gas

reactivo vy El (impacto electrénico) en la que la muestra se calienta a alta temperatura

para producir un vapor molecular, que se ioniza al ser bombardeado con un haz de

electrones de alta energia.

Fuente de
ionizacion

l

Sistemade
focalizacion

o =3 Detector

Fuente de
ionizacion

l

Sistemade
focalizacion

Cémara de Detector

vacio

Figura 19. Analizadores de masas. Superior, trampa de iones;

inferior, tiempo de vuelo.

- Un analizador de masas, que
idealmente sea capaz de separar
eficientemente los iones en funcién
de su relacién m/z. Estos analizadores
también puede ser de varios tipos. La
trampa de iones (IT) (Figura 19,
superior) que aplica diferentes
voltajes generando un campo
electromagnético tridimensional en la
cavidad de la trampa que atrapa y
concentra los iones. La aplicacion de
una rampa lineal de radiofrecuencia
provoca inestabilidad en las
trayectorias de los iones y son
expulsados en funcion de su relacidon
m/z dando lugar a un espectro de

masas. Una vez que los iones se

encuentran atrapados dentro de este analizador se puede llevar a cabo bien el analisis de
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sus masas o bien el aislamiento de uno o varios iones precursores y su posterior
fragmentacion con lo que se obtendra un patrén de fragmentacion que proporciona
informacién estructural de las moléculas. Otro analizador de masas es el tiempo de
vuelo (TOF) (Figura 19, inferior), cuyo fundamento consiste en la separacién de los iones
segun la distinta velocidad que adquieren en el interior del tubo de vuelo en funcién de
su relacion m/z. Los iones de mayor m/z “volaran” a menor velocidad que los de menor
m/z. Los analizadores de tiempo de vuelo ortogonales son capaces de proporcionar la
masa exacta de los iones, que junto con la distribucion isotopica de éstas permite la

obtencién de una férmula molecular practicamente inequivoca.

- Un detector donde la corriente de los iones proveniente del analizador se transforme
en una sefal medible. El detector mas convencional es el multiplicador de electrones,
constituido por un catodo que al recibir los iones procedentes del analizador emitira
electrones, que a su vez impactaran sobre sucesivos dinodos que amplificaran la sefial

electronica.

La primera aplicacion de la espectrometria de masas en la determinacion de polifenoles
en matrices vegetales se llevd a cabo por Pellizza y colaboradores en el afio 1969
, 228 . . .7
acoplando este detector a cromatografia de gases®". Sin embargo, la caracterizacion
analitica de estos compuestos fendlicos utilizando un acoplamiento HPLC-MS tuvo que

esperar hasta bien entrada la década de los afios 90.

6. ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO Y METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE LA
BIOACTIVIDAD.

Para la determinacion de la bioactividad de un extracto vegetal o de los compuestos que

lo componen es necesario evaluar su eficacia y mecanismo de accién en las diferentes
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patologias que se pretenden abordar. Para ello, es necesario el uso de diferentes
ensayos in vitro e in vivo que proporcionen los resultados necesarios para comprender

cémo actuardn en el organismo.

Los ensayos in vitro (del latin “dentro del vidrio”) son aquellos que se realizan fuera de
un sistema vivo en un ambiente controlado. Los ensayos in vivo (del latin “dentro de lo

vivo”) son los que se realizan en tejidos de organismos vivos.

Ambos tipos de ensayos tienen sus ventajas e inconvenientes:

- Las cuestiones éticas y morales que la experimentacién animal suscita en la sociedad e
incluso en los propios investigadores tal vez sea la mayor desventaja de la

experimentacion in vivo comparada con la in vitro.

- Econdmicas: el mantenimiento y utilizacién de los animales de experimentacion tiene

costes mucho mas elevados que los ensayos in vitro.

- Cientificas: los ensayos in vitro permiten una gran versatilidad en el disefo
experimental y un numero elevado de réplicas, permitiendo la monitorizaciéon y
automatizacion y obteniendo resultados de forma rapida y fiable. Esto es mas dificil
cuando se utilizan animales de experimentacidon ya que la variacion bioldgica existente
entre ellos hace que los resultados no siempre sean totalmente reproducibles, ademas
de que se necesita de personal muy cualificado para planificar y llevar a cabo los
experimentos. Sin embargo, para los ensayos in vitro existe una necesidad de validacion
de los métodos y la imposibilidad en muchas ocasiones de extrapolar los resultados ya
que no se tiene en cuenta el organismo vivo al completo. Ademads, los pacientes
desarrollan patologias paralelas y otras complicaciones que sdlo pueden estudiarse en un
organismo vivo. Por ultimo, el estudio y desarrollo de nuevos compuestos bioactivos solo

es posible utilizando animales de experimentacion, con el fin de establecer la dosis y
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posologia, la cinética y metabolismo y las incompatibilidades y efectos secundarios de los
compuestos bioactivos; son necesarios animales para la produccion de anticuerpos mono
y policlonales, para el estudio de respuestas conductuales a psicofarmacos, establecer la

eficacia de vacunas, estudiar la respuesta a implantes, etc.

- Legales: que impiden el uso de animales de experimentacién seguin se recoge en la
Directiva del Consejo 86/609/CEE y en el Real Decreto 1201/2005, que establece que “no
deberd realizarse un experimento si se dispone de otro método cientificamente
satisfactorio y contrastado que permita obtener las mismas conclusiones sin implicar la

utilizacion de animales”.

6.1. Ensayos in vitro.

Los ensayos in vitro tienen como objetivo describir los efectos de una variable
experimental en un subconjunto de las partes constitutivas de un organismo (érganos,
tejidos, células, componentes celulares, proteinas y/o biomoléculas). Este tipo de
experimentos es el mas apropiado para conocer el mecanismo de accion de una
sustancia ya que al tener en el sistema muy pocas variables y reacciones paralelas, los

resultados son mucho mds faciles de interpretar.

6.1.1. Cultivos microbianos.

Las bacterias pueden englobarse en dos grandes grupos: las Gram negativas, como
Escherichia coli, que no se tifien de azul en la tincién de Gram debido a la organizacion de
su envuelta celular, basada en dos membranas lipidicas que envuelven a una fina pared
de peptidoglicanos. Por el contrario, las bacterias Gram positivas como Staphylococcus
aureus poseen una Unica membrana lipidica y una gruesa pared de peptidoglicanos,

tinéndose de azul en la tincién de Gram (Figura 20).
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Un microorganismo se puede sembrar en un medio liquido o en la superficie de un
medio sélido de agar. Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes como son

azuUcares simples o sustancias complejas como la sangre o el extracto de caldo de carne.

Membrana celular externa

Gram-—
(Escherichia coli) Peptidoglicanos
Membrana celular interna
Gram +

Peptidoglicanos

(Staphylococcus aureus) |

Membrana celular

—

Figura 20. Tincion de Gram (izquierda) y esquema simplificado de la composicion de la envuelta (derecha) de una

bacteria Gram negativa como E. coli (superior) y una bacteria Gram positiva como S. aureus (inferior).

Para su crecimiento, los microorganismos necesitan de unas condiciones ambientales
(luz/oscuridad, 0,/CO,, temperatura, pH del medio, etc.) y de esterilidad adecuadas. El

crecimiento de los microorganismos consta de varias fases (Figura 21):

1) Fase de latencia: en el que las bacterias que han sido transferidas a un nuevo medio

de cultivo se adaptan a él y empiezan a prepararse para volver a dividirse activamente.

2) Fase exponencial: en la que las bacterias duplican su poblacién a su velocidad maxima

de division.

3) Fase estacionaria: en la que, bien porque el medio de cultivo se agota, o porque se
acumula alguna sustancia de deshecho inhibitoria del crecimiento, las bacterias dejan de

dividirse.
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4) Fase de muerte: en la que las bacterias se quedan sin nutrientes y empiezan a morir.

Log Namero de Microorganismos viables

Tiempo

Figura 21. Fases del crecimiento bacteriano.

6.1.2. Cultivos celulares animales.

El cultivo celular es el proceso mediante el cual las células crecen bajo condiciones
controladas, generalmente a una temperatura de 37 °C y una mezcla de gases
consistente en un 95 % de O, y un 5 % de CO,. Sin embargo, las condiciones de cultivo y,
especialmente los medios nutritivos, varian enormemente de una linea celular a otra,
siendo los mas utilizados el DMEM y el RPMI. Estos medios de cultivo contienen sales,
acidos grasos y aminoacidos esenciales, oligoelementos, etc. Normalmente se suelen
suplementar con un porcentaje variable de suero fetal bovino (FBS) que aportan otros
nutrientes y diferentes factores de crecimiento. Ademas, se deben utilizar antibidticos

que eviten la contaminacién por hongos, bacterias u otros patégenos (Figura 22).

Los cultivos celulares tienen una serie de ventajas que los hacen un modelo muy util de

estudio. Entre ellas destacan las siguientes:

- Se pueden controlar de forma precisa todos los factores ambientales (composicién del
medio de cultivo, pH, temperatura, % 0,/CO,, etc.) y fisiolégicos (hormonas, factores de

crecimiento, densidad celular,...).
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- Se puede obtener facilmente y de una forma rapida un numero elevado de células, las

cuales son idénticas y homogéneas, evitando asi la heterogeneidad bioldgica que

presenta el uso de animales de experimentacion.

- Se minimiza el uso de las sustancias a ensayar debido a que el acceso a las células es

directo y por tanto las concentraciones necesarias son mucho mas bajas que en modelos

animales. Esto se traduce en una disminucidn en el coste de los experimentos.

- Motivaciones éticas. El cultivo celular es una alternativa valida en muchas situaciones a

la experimentacion in vivo con la que se sacrifican al afio muchos miles de animales. Sin

embargo, no hay que olvidar que el cultivo celular no puede reemplazar siempre al

estudio con animales de experimentacidn.

Figura 22. Cultivo celular de condrocitos

de la linea RCJ de raton.

Sin embargo, existen ciertos inconvenientes a tener

en cuenta:

- Las células animales en cultivo crecen mucho mas
lentas que los organismos patdgenos (bacterias,
hongos, micoplasmas, etc.), por lo que se debe ser
muy estricto con las condiciones de asespsia y
disponer de instrumental especifico y personal

cualificado para este tipo de experimentos.

- Muchas de las lineas celulares que se utilizan hoy en
dia son inestables debido a la dotacién cromosdmica
aneuploide que poseen. Esto supone un problema si

alguna de estas subpoblaciones logra crecer mas

rapido que la original, obteniendo diferencias de una generacidon a la siguiente. La

solucidn, no siempre posible, es emplear lineas estables preestablecidas.



86 Introduccion

- Se necesita validar el modelo in vitro ya que se diferencia bastante de un tejido intacto
(se pierde la organizacién espacial y carecen de sistemas de regulacion de la homeostais

in vivo.

Los cultivos celulares son utilizados en multitud de estudios. Entre ellos se pueden
destacar la investigacidon del cancer, los ensayos de actividad celular, el flujo intracelular
de sustancias o sefiales, las interaccion celular, la virologia, , la inmunologia, la ingenieria
de proteinas, el diagndstico de enfermedades, la produccidn de tejidos para trasplantes,
las aplicaciones indrustriales agrondmicas de reproduccién in vitro de clones de plantas

de interés comercial, y un largo etcétera.

6.2. Ensayos in vivo. Animales de experimentacion.

La busqueda de las bases moleculares y procesos implicados en cualquier patologia
dependen de la disponibilidad de modelos experimentales con los que compartan
similitudes fisiolégicas, anatdmicas y metabdlicas con los humanos. Los modelos
animales mds conmunmente utilizados son la rata (Rattus norvegicus) y el ratéon (Mus
musculus), ya que presentan la ventaja de poder ser manipulados genéticamente y con
precision, tienen un coste relativamente bajo con respecto a otro modelos animales y
ofrecen la posibilidad de poder controlar los factores ambientales que pueden influir en

la progresion de las enfermedades que se quieren estudiar.

6.2.1. Marco legal.

No hay que olvidar que el trabajo con animales de experimentacidon requiere unas
consideraciones éticas importantes que deben comenzar ya en el disefio del
experimento. La experimentacidén animal esta regulada por varias leyes en vigor a nivel

autondmico, nacional (Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, “sobre proteccion de
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los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos” y Ley 32/2007, de
7 de noviembre, “para el cuidado de los animales, en su explotacién, transporte,
experimentacion vy sacrificio”) y Europeo (Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo
y del Consejo, de 22 de septiembre, “relativa a la proteccion de los animales utilizados

para fines cientificos”).

Ademas, también se regulan siguiendo el principio de las 3 R’s: Reemplazo, Reduccién y
Refinamiento. Este principio fue creado como medida alternativa al uso de animales de
experimentacion, y se basa en el concepto de: 1) Reemplazar el uso de animales de
experimentacion cuando se puedan usar otras vias de investigacién; 2) Reducir al
maximo el numero de animales a utilizar; y 3) Refinar el método de trabajo existente
para disminuir el dolor y malestar de los animales. El seguimiento de este principio se
consigue con la creacion de comités de ética de experimentacion animal en el que
participan diferentes estamentos sociales que valoran la hipétesis y los protocolos de

trabajo propuestos por los investigadores.
6.2.2. Modelos animales.

Muchas cepas silvestres son utilizadas en experimentacidén animal. Las ratas de la cepa
Wistar (ratas albinas creadas en 1906 por el Instituto Wistar) (Figura 23) son las mas
usadas en estudios de fisiologia, etologia, farmacologia y toxicologia. Estas ratas son el
primer organismo modelo utilizado en

investigaciones biomédicas por ser faciles de criar, de

‘, rapida reproduccion, de facil manejo y docilidad y por

presentar una fisiologia parecida al humano.

Sin embargo, cuando se quiere estudiar una patologia

especifica, se necesitan modelos animales

Figura 23. Rata Wistar. especialmente disefiados para tal fin. La generacién
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de nuevos animales de experimentacion facilita el estudio de condiciones especificas que
se encuentran en patologias humanas, y se basan en la creacion de modelos mediante
técnicas de manipulacion genética. Entre estos modelos se encontran los Knock-out y
Knock-in con una mutaciéon dirigida basada en la eliminacion (knock-out) o insercién
(Knock-in) de un gen de interés, y los modelos transgénicos que contienen un segmento

de ADN recombinante portador de informacidn genética especifica.

Los modelos experimentales de obesidad se han convertido en una herramienta esencial
para el estudio de esta patologia y de los trastornos metabdlicos asociados como la
esteatosis hepatica o la resistencia a la insulina. La utilizacién de estos modelos ha
permitido profundizar en el conocimiento de la
enfermedad y realizando ademas aproximaciones
dificilmente viables en humanos.

Existen multiples modelos de obesidad, cada uno de
ellos con determinadas caracteristicas utiles para
abordar diferentes objetivos concretos. Entre ellas, la

cepa C57BL/6J que posee un mismo fondo genético

presentan predisposicion a la obesidad bajo dietas Figura 24. Ratén de la cepa C57BL/6)

. , . . silvestre (izquierda) y knock-out LDLr”
hipercaléricas. Un ejemplo de ellos son los ratones

(derecha).
C57BL/6) LDLr knock-out (LDLr'/') (Figura 24),
deficientes en los receptores de las lipoproteinas de baja densidad, causando
hipercolesterolemia familiar, una enfermedad humana caracterizada por aterosclerosis
prematura y una elevacion importante en la concentracidon plasmatica de colesterol
LDL??. Los ratones LDLr knock-out (LDLr”") alimentados con una dieta rica en grasa,

desarrollan esteatohepatitis no alcohdélica (NASH) asociada con cuatro o cinco

componentes del sindrome metabélico.
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6.3. Metodologia para la determinacion de la bioactividad

6.3.1. Capacidad antioxidante.

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos

sistemas generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionan con la muestray en

virtud de la capacidad antioxidante de ésta se inhibiria la generacién de los primeros.

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacidon, no existe un

método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por tanto,

es bueno trabajar con varios métodos para facilitar la comparacién e interpretacion de

los resultados.

\J

Antioxidante

&

Radical libre

(Y

Figura 25. Esquema simplificado de los mecanismos

de accién de los métodos SET (superior) y HAT

(inferior).

Los antioxidantes pueden dividirse en
aquellos biosintetizados por el propio
organismo (como los antioxidantes
enzimdticos superéxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutation peroxidasa, etc. o los no
enzimaticos como el glutatién, coenzima Q o
el acido urico) y aquellos que deben ingerirse
con la dieta (como por ejemplo los

polifenoles).

Los mecanismos de accion de los compuestos
antioxidantes no enzimdticos pueden
clasificarse en dos grandes grupos: SET (single
electron transfer) en los que la molécula

antioxidante estabiliza a los radicales libres
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cediéndoles un electron y HAT (hydrogen atom transfer) en los que el antioxidante cede

un atomo de hidrégeno completo® (Figura 25).

Dentro de los métodos basados en un mecanismo SET estan los métodos TEAC y FRAP. El
primero mide la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox, mientras que el
segundo mide el poder antioxidante para reducir iones férricos.

En el caso del mecanismo HAT, los métodos mas utilizados son el ORAC (capacidad para

absorber radicales de oxigeno) y el TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico).

El método TEAC se basa en generar un radical ABTS®" a partir de su precursor, el acido
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) utilizando persulfato potasico. El
radical catiénico obtenido es un compuesto de color verde-azulado, estable y medible
espectrofotométricamente a 734 nm. La estabilizacidn de este radical hace que pierda su
color.

El método FRAP se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el
Fe®* a Fe*. El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ-Fe*) incoloro es reducido al
complejo ferroso (TPTZ-Fe*?) de color azul intenso medible espectrofotométricamente a

595 nm.

El fundamento del método ORAC se basa en medir la pérdida de fluorescencia de la
sonda Fluoresceina. Esta sonda presenta una A de excitacidon y de emisién de 485 y 520
nm respectivamente. En este método, el radical AAPH (2,2’-Azobis-(2-aminopropano)-
dihidrocloruro) oxida a la fluoresceina de forma que ésta pierde su fluorescecia. Asi, las
sustancias antioxidantes presentes en el extracto vegetal retrasaran dicha pérdida de

fluorescencia.

Por ultimo, el método TBARS se basa en la medida de generacion de malondialdehido
(MDA), un producto producido por la peroxidacion lipidica. Este compuesto es capaz de

reaccionar con el acido tiobarbiturico (TBA) en una reaccién estequiométrica 1:2, dando



Introduccién i’ ) 91

un complejo que se excita a 500 nm y emite fluorescencia a 530 nm. Un extracto que sea
capaz de inhibir la peroxidacion lipidica da como resultado una disminucidon en la

produccién de MDA y por lo tanto una bajada en la emisién de fluorescencia.

También es posible realizar ensayos antioxidantes in vivo, midiendo la actividad de la
enzima superoxido dismutasa (SOD) plasmatica (isoforma SOD3). Esta enzima es una
fuerte defensa natural que poseen las células para detoxificar radicales del oxigeno, y se
encarga de dismutar el idn superéxido (O,) en oxigeno molecular (O,) y peréxido de
hidréogeno (H,0,) en dos etapas de reaccion. Este ensayo se basa en la generaciéon de
aniones superdxido por oxidacidon de la xantina a dcido Urico mediante la enzima xantina
oxidasa. Estos aniones O, reduciran al citocromo C y esta reaccidn puede medirse
espectrofotométricamente a 550 nm. Una elevada actividad de la SOD eliminara los
aniones superoxido e impedird la reduccidon del citocromo C con la consecuente

disminucion en la absorbancia.

6.3.2. Capacidad antimicrobiana.

Los extractos de plantas se han convertido en potenciales alternativas para la industria
de medicamentos debido a la elevada actividad antimicrobiana de los compuestos
naturales y al desarrollo de multirresistencia por parte de los microorganismos a los
antibidticos de uso comun. Por esta razén se realizan ensayos antimicrobianos con los
gue calcular la concentracion minima inhibitoria (MICsy) del extracto vegetal a la cual el
50 % de las bacterias mueren. Estos ensayos se realizan utilizando Escherichia coli (como
modelo de bacteria gram negativa) y Staphylococcus aureus (como bacteria gram

positiva) (Figura 26).

El fundamento del método consiste en incubar las bacterias en un medio de cultivo
basado en agar a 37 °C en presencia de diferentes concentraciones del extracto. Como

colorante se usa el cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)5-feniltetrazolio (INT), una
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sal de tetrazolio que se reduce rapidamente por las deshidrogenasas de la cadena de
transporte de electrones asociada a la respiracion de las bacterias. Esta sales, al
reducirse, precipitan formando un complejo insoluble en agua de color rojo intenso

medible espectrofotométricamente a 570 nm.

o o &.C
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-
Imagenes de microscopia de

Figura 26. Staphylococcus aureus (izquierda) vy

Escherichia coli (derecha).

6.3.3. Western Blot

El Western Blot es una técnica utilizada para la deteccidon de proteinas en una muestra
celular o tisular. Se basa en la separacion (ya sea por tamafio, hidrofobicidad, etc) de las
proteinas desnaturalizadas mediante una electroforesis (generalmente usando un gel de
poliacrilamida). Las proteinas son trasferidas a continuacién desde el gel hacia una
membrana (normalmente de nitrocelulosa), donde son detectadas utilizando
anticuerpos especificos para la proteina. De esta forma se podra comparar la cantidad de
proteina presentes en distintas muestras. Las aplicaciones del Western blot son
innumerables. A groso modo, dentro del campo de la biomedicina, tiene aplicaciones
diagndsticas en enfermedades infecciosas, enfermedades hereditarias y congénitas,
enfermedades autoinmunitarias, y cada vez es mas utilizada en el cancer, tanto para el
diagndstico precoz y el tratamiento como en investigacion bdsica y aplicada. Otros
campos en los que se utiliza esta técnica son la inmunologia y areas relacionadas con
ésta, como la inflamacién y el envejecimiento celular, y también en el ambito de la

microbiologia, la genética y la gendmica.
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6.3.4. Viabilidad celular en cultivos animales

La viabilidad celular puede determinarse de varias formas: mediante citometria de flujo,
en la que a las células se les obliga a pasar alineadas una a una frente a un haz laser
mediante un flujo continuo. Cada célula, a la vez que dispersa la luz, emite luz
fluorescente como consecuencia de la excitacion laser a la que es sometida. O bien
mediante ensayos colorimétricos como el MTT (una sal de tetrazolio) que al reducirse
mediante la succinato deshidrogenasa de las mitocondrias funcionales dara lugar al
formazan, de color azul intenso. La viabilidad celular es un fiel indicador de la

citotoxicidad del tratamiento o condiciones a los que se somete a las células.

7. METABOLISMO Y BIODISPONIBILIDAD DE LOS POLIFENOLES

El metabolismo que van a sufrir los compuestos fendlicos y su biodisponibilidad en el

organismo son dos conceptos muy interrelacionados entre si.

De forma general, la biodisponibilidad de los polifenoles va a estar determinada por la
facilidad que tengan para atravesar la barrera epitelial del intestino, las modificaciones
metabdlicas que sufran a su través y la tasa de eliminacién de estos compuestos antes de

alcanzar los tejidos diana.

7.1. Metabolismo de los polifenoles

El metabolismo se define como el conjunto de reacciones quimicas que dan lugar a una

conversidon quimica o transformacidon de farmacos o sustancias endégenas en otros
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compuestos. Estas modificaciones pueden producir metabolitos activos, metabolitos

inactivos, o productos metabdlicos con menor, mayor o distinta actividad farmacoldgica.

Los compuestos activos que entran en el organismo van a sufrir biotransformaciones por

accién del metabolismo de fase | y de fase 11”*"%%,

Las reacciones que se producen en la fase | del metabolismo suelen ser oxidaciones y
reducciones llevadas a cabo por el sistema enzimatico del citocromo P450 o hidrdlisis
(incluyendo la eliminacion de los azucares unidos y la formaciéon de su respectiva
aglicona). La hidroxilacién llevada a cabo por el citocromo P450 requiere que en el anillo
B de los compuestos fendlicos no existan grupos hidroxilo o que exista Unicamente uno.
Dos o mas grupos hidroxilo en este anillo impiden la hidroxilaciéon por parte del
citocromo P450. Por lo tanto, una estructura catecol en este anillo impide la
hidroxilacion del compuesto fendlico®®. Por otro lado se ha observado la imposibilidad
de los compuestos fendlicos glicosilados para atravesar la barrera intestinal. Para ello, en
una primera etapa deben eliminarse estos residuos de azucar. Debido a que la hidrdlisis
de estos azucares no ocurre en las condiciones acidas del estdmago, es necesaria una
accion enzimatica mediante glicosidasas presentes en el propio alimento ingerido, en las
células intestinales o, mayoritariamente, por glicosidasas de la flora intestinal”* (Figura
27). En mamiferos existen 2 enzimas capaces de hidrolizar los glicésidos de los
compuestos fendlicos. Esta desconjugacién es producida por dos enzimas, la LPH (lactasa
floridzin hidrolasa) presente Unicamente en la cara externa de la membrana de los
enterocitos del cepillo intestinal, y la CBG (B-glucosidasa citosélica) que se encuentra en
el citoplasma de muchos tejidos, especialmente en higado. Sin embargo, se han
observado ciertos flavonoides glucosilados que han sido absorbidos intactos y han
llegado al plasma (especialmente glucésidos de quercetina y varias antocianinas)®*,

aungue no queda claro el mecanismo por el cual estos glucésidos pueden ser absorbidos.
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En la fase Il del metabolismo suelen darse reacciones de conjugacion en las que se unen
al compuesto grupos metilo, sulfato, acetato, glucurdnido o glutation. El metabolismo de
fase Il pretende aumentar la polaridad de los compuestos para facilitar su excrecién por
orina o bilis. Estas rutas de conjugacion son comunes tanto para el metabolismo de
farmacos (u otros xenobidticos) como para el metabolismo de los polifenoles. Gran parte
de esta fase Il del metabolismo puede darse en las células intestinales. En el higado, y en
menor medida en el rifidn, ocurren reacciones de metilacion y sulfatacion de forma
secundaria, quedando estos érganos en segundo plano especialmente cuando las dosis

34 (Figura 27). Las enzimas encargadas de unir grupos metilo a

de compuestos son bajas
los polifenoles son las COMT (catecol-O-metiltransferasas) presentes en multitud de
tejidos. Estas enzimas son capaces de transferir un grupo metilo desde la S-adenosil-
metionina tanto al grupo hidroxilo del carbono 3’ como al 4’ del anillo catecol de los
flavonoles. Sin embargo, el citocromo P450 presenta una accion desmetilasa especifica

de la posicion 4’ y no de la 3’. Por lo tanto, en cuanto a los flavonoles se refiere, sera mas

comun encontrar la conjugacion del grupo metilo en la posicién 3’ del anillo catecol®>.

Las enzimas UGT (UDP glucuronil transferasa) son las responsables de la conjugacion de
los polifenoles con glucurdnidos. Esta enzima esta presente en el reticulo endoplasmico
de una gran variedad de tejidos, aunque las principales responsables de esta accion en
los polifenoles son las UGT de la familia UGT1A, predominantes en intestino, higado y
rifidn”**. Es en el higado donde se dardn predominantemente las conjugaciones con
glucurénido. Las fenol sulfotransferasas (P-PST o SULT) son enzimas citosélicas que
también estan presentes en todos los tejidos. Existen también varias familias de esta
enzima. Cabe resaltar la SULT1A1 predominante en higado y la SULT1A3 presente en el

colon y con mayor afinidad por los grupos catecol®*

. Las enzimas que catalizan las
reacciones de acetilacion (N-acetiltransferasas) y de conjugacion con el glutation
(glutatidon transferasas) no tienen demasiada importancia en el metabolismo de los

polifenoles y su papel es minoritario?®.
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Figura 27. Absorcion de polifenoles y metabolismo que sufren.

7.2. Farmacocinética y biodisponibilidad.

La farmacocinética se define, en términos generales, como el estudio de la evolucién
temporal de las concentraciones de un compuesto activo y sus metabolitos en el
organismo tras la administraciéon de una dosis determinada, lo que incluye su absorcion,
paso al torrente circulatorio, distribucion a los diferentes tejidos y drganos y eliminacién
del organismo, ademas de la construccion de modelos adecuados para interpretar los

datos obtenidos®®’.

La farmacocinética cuantifica los procesos de absorcién, distribucidén y eliminacién de un

compuesto activo en el organismo. La medida de la concentracién de dicho compuesto,
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generalmente en plasma, a diferentes tiempos tras su administracidn, origina una curva

de concentraciones plasmaticas vs tiempo®>®.

Las curvas de farmacocinética muestran directamente los valores de dos pardmetros: la
concentracion maxima (Cpax), Y el tiempo maximo (tnax) que es el tiempo necesario para
gue se alcance C,,x La C,.x va a depender de la dosis administrada y de la relacion entre
las constantes de velocidad de absorcidon (K.,) y eliminacidon (Kg), mientras que el
tiempo maximo es proporcional a la velocidad media de absorcidn y al tiempo de vida
medio del compuesto (t;;;) calculado como el In2/t.x (Figura 28). A partir de estas
curvas también se obtiene informacién sobre el drea bajo la curva (AUC), relacionada con

la cantidad de compuesto activo que accede inalterado a la circulacién sistémica.

El concepto de biodisponibilidad, ampliamente

C

utilizado en la actualidad, expresa la fracciéon de la
dosis administrada que accede en forma inalterada a
la circulacidon sistémica y la velocidad a la que se

produce. La biodisponibilidad de un compuesto activo

Duracio , . . .z
R no depende sélo de la absorcién sino también de
aquellos procesos que disminuyen su entrada en el

Tiempo de inicio

organismo denominados “efecto del primer paso” en

los que el compuesto administrado se elimina

Figura 28. Curva de concentracion

. . durante el primer paso a través de la pared intestinal
plasmatica frente al tiempo.

y el higado.

En cuanto a los compuestos fendlicos, su absorcién viene determinada por su estructura
basica, el grado de glicosilacion/acetilacion, conjugacién con otros compuestos fendlicos,
masa molecular, grado de polimerizacién y solubilidad®*®. Por norma general, los

polifenoles de bajo peso molecular, los taninos hidrolizables y algunas proantocianidinas
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se absorben mas facilmente que aquellos polifenoles de elevado peso molecular, con

alto grado de polimerizacién o aquellos que estan unidos a proteinas o fibra®*°.

La distribucién es el proceso mediante el cual el compuesto activo se incorpora desde la
circulacién sanguinea a los diferentes érganos y tejidos corporales. Los procesos de
distribucién son, en consecuencia, procesos cinéticos en los que se realiza una
transferencia, en general reversible, del compuesto activo entre distintos
compartimientos corporales. La distribucion tisular depende de caracteristicas del
compuesto activo, del régimen de dosificacién y de la situacién fisiopatoldgica de quien
lo consume. A su vez, las propiedades fisicoquimicas (peso molecular, coeficiente de
distribucién, pK,) y las propiedades farmacocinéticas (volumen de distribucion, velocidad
de eliminacidn, grado de fijacidn a proteinas plasmaticas) también condicionan el acceso

del compuesto activo a diferentes érganos y tejidos corporales.

Los compuestos activos se unen en diferentes grados a las proteinas plasmaticas en un
proceso inmediato y de naturaleza reversible. Sélo la fraccién no unida a proteinas
presenta actividad farmacoldégica, es decir, sélo la fracciéon de principio activo que
permanece libre en el plasma tiene capacidad para difundir a los espacios

extravasculares.

La eliminacién engloba los procesos que contribuyen a la desaparicion del compuesto
activo del organismo, es decir, la biotransformacién (fase | y Il del metabolismo) y la

excrecion.
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High-performance Liquid Chromatography
with Diode Array Detection Coupled to
Electrospray Time-of-flight and lon-trap
Tandem Mass Spectrometry to Identify
Phenolic Compounds from a Cistus ladanifer
Aqueous Extract
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ABSTRACT:

Introduction - Cistus ladanifer is an aromatic shrub that is widespread in the Mediterranean region. The labdanum exudate is
used in the fragrance industry and has been characterised. However, there is not enough information about the phenolic
content of the raw plant, the aerial part of it being a very rich source of bioactive compounds.

Objective - Characterisation of the bioactive compounds of the raw plant and its aerial parts.

Methodology - High-performance liquid chromatography with diode array and electrospray ionisation mass spectrometric
detection was used to carry out the comprehensive characterisation of a Cistus ladanifer shrub aqueous extract. Two different
MS techniques were coupled to HPLC: time-of-flight mass spectrometry and tandem mass spectrometry.

Results - Many well-known compounds present in Cistus ladanifer were characterised, such as flavonoids, phenolic acids,
ellagitanins, hexahydroxydiphenoyl and derivatives, and other compounds.

Conclusion - The method described simultaneously separated a wide range of phenolic compounds and the proposed char-
acterisation of the major compounds of this extract was carried out. It is important to highlight that, to our knowledge, this
is the first time that a Cistus ladanifer aqueous extract from the raw plant has been characterised. Copyright © 2009 John Wiley
& Sons, Ltd.

Keywords: Cistus ladanifer; high-performance liquid chromatography; mass spectrometry; UV-vis; flavonoids; ellagitanins;
hexahydroxydiphenoyl; phenolic acids
|

2009). The phenolic and flavonoid fraction has been related to
the reported antioxidant activity of C. ladanifer extracts (Andrade
et al., 2009).

C. ladanifer is also the main source of very valuable bee pollen
in Spain and other Mediterranean countries (Ortis, 1994). In addi-
tion, this pollen and its extract are rich in flavonoids which have
exhibited significant antioxidant activity in several in vitro assays

Introduction

The Cistus ladanifer shrub, also commonly known as rock rose or
‘sticky jara;isanativeandwidespread speciesinthe Mediterranean
region (Teixera et al., 2007; Andrade et al., 2009) that belongs to
the Cistaceae family. It is especially abundant in the Iberian
Peninsula and northwestern Africa. This aromatic shrub is an
important part of the semiarid-Mediterranean ecosystem and
forms dense stands on siliceous soils (Robles et al., 2003), colonis-
ing degraded areas and inhibiting the growth of other plants
(Dias and Moreira, 2002), by restricting aerial growth of plants or
inhibiting germination and growth of other species, due to its
phytotoxicity to other plants and even to the soil (Chaves et al.,
20013, b). The abundance of this plant is also due to its capacity
to repopulates easily after wildfires (Ferrandis et al., 1999).
Cistus ladanifer produces different types of secondary metabo-
lites. Among them phenols, terpenes, alkaloids, polyacetylenes,
fatty acids and steroids have been reported in the literature.
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Some of these compounds have been partly identified before
(Chaves et al., 2001a, b; Dias and Moreira, 2002; Andrade et al.,
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(Tomas et al., 1992; Nagai et al., 2002). The honey derived from
this pollen has a unique and pleasant taste and a high economic
value (Fuentes-Sanchez, 1996)

The plant also exudates a resin with a strong aromatic odour
known as labdanum, which is highly appreciated in the fragrance
industry. This exudate has shown strong inhibition of calcium
transport in skeletal muscle (Sosa et al., 2004) and contributes to
inhibition of the germination of neighbouring plants (Chaves
etal., 20013, b). Traditionally, it has been used from ancient times
to treat diarrhea, dysentery, catarrh and menstruation difficulties.
This resin is very rich in polyphenols and has been characterised
in previous studies (Robles et al, 2003; Gomes et al., 2005).
However, there is little information available about the polyphe-
nolic content of the raw plant and its aerial part as a source of
potential bioactive compounds.

Ecological cultivation practices and sustainable processes are
increasing inimportance and social acceptance and have focused
on obtaining products with minimum environmental impact.
Hence, the aim of this study was to characterise an aqueous
extract from Cistus ladanifer obtained in the absence of organic
solvents or chemicals and compatible with organic certification.
In addition, the use of C. ladanifer as a raw material for the manu-
facture of polyphenolic extracts would eliminate part of the
undesirable vegetable biomass in the forest regions, which poses
a serious fire risk, especially in summer.

Here we present a complete and exhaustive analysis of an
aqueous extract of Cistus ladanifer aerial parts using HPLC-
DAD-ESI-TOF-MS/IT-MS/MS to characterise the polyphenolic
fraction and other related compounds. This complete analysis of
the composition of Cistus ladanifer may help in the future design
and formulation of nutraceutical and cosmetic preparations and
will be the base of new investigations into the activities of the
various compounds found in C. ladanifer.

Experimental
Chemicals

All chemicals were of analytical reagent grade and used as received.
Acetic acid and acetonitrile for HPLC were purchased from Fluka, Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany) and Lab-Scan (Gliwice, Sowinskiego,
Poland), respectively. Solvents were filtered using a Solvent Filtration
Apparatus 58061 (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Water was purified by a
Milli-Q system from Millipore (Bedford, MA, USA).

Sample preparation

The aerial part of the raw plant of Cistus ladanifer was selected and
crushed with a mechanical mill and then extracted with destilled water
at 40°C with gentle agitation for 4 h. Then the samples were centrifuged
at 2000 rpm, decanted and finally filtered through 0.45 pum filter before
use. Then, samples were directly injected into the HPLC system.

Instrumentation

Analyses were carried out using an Agilent 1200 Series Rapid Resolution
LC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), including a standard
autosampler and a diode array detector. The HPLC column used was a
Zorbax Eclipse Plus Cig (1.8 um, 150 x 4.6 mm). The HPLC system was
coupled to a microTOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany; see Bruker Daltonics technical note no. 008,’Molecular formula
determination under automation’) equipped with an ESI interface. MS/
MS analysis was performed using a Bruker Daltonics Esquire 2000 IT mass
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), also equipped with
an ESl interface.

Chromatographic procedure and UV-vis conditions

The separation of the compounds from C. ladanifer aqueous extract was
carried out at room temperature with a gradient elution program at a
flow rate of 0.8 mL/min. The mobile phases consisted of acetic acid 0.5%
(A) and acetonitrile (B). The following multi-step linear gradient was
applied: 0 min, 0% B; 20 min, 20% B; 30 min, 30% B; 40 min, 50% B;
50 min, 75% B; 60 min, 100% B. The initial conditions were held for
10 min. The injection volume in the HPLC system was 15 pL. The UV-vis
detection was performed in the 190-600 nm range.

ESI-TOF-MS detection

As the flow rate at chromatographic conditions was set at 0.8 mL/min,
the use of a splitter of the flow was required for the coupling with the MS
detector as the flow arriving at the ESI-TOF detector had to be 0.25 mL/
min, in order to obtain reproducible results and stable spray. The HPLC
system was coupled to a TOF mass spectrometer equipped with an ESI
interface operating in negative ion mode using a capillary voltage of
+4.5 kV.The other optimum values of the ESI-TOF parameters were drying
gas temperature, 190°C; drying gas flow, 9 L/min and nebulising gas
pressure, 2 bar. The detection was carried out considering a mass range
of 50-1100 m/z.

The accurate mass data of the molecular ions were processed through
the software DataAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics), which provided a list of
possible elemental formulas using Generate Molecular Formula Editor.
This uses a CHNO algorithm, which provides standard functionalities
such as minimum/maximum elemental range, electron configuration
and ring-plus double bond equivalents, as well as a sophisticated com-
parison of the theoretical with the measured isotope pattern (o value) for
increased confidence in the suggested molecular formula. The widely
accepted accuracy threshold for confirmation of elemental compositions
has been established at 5 ppm (Bringmann et al., 2005). Even with very
high mass accuracy (<3 ppm in most of the cases), many chemically pos-
sible formulae are obtained depending on the mass regions considered.
Therefore, high mass accuracy alone is not enough to exclude enough
candidates with complex elemental compositions. The use of isotopic
abundance patterns as a single further constraint removes >95% of false
candidates. This orthogonal filter can condense several thousand candi-
dates down to only a small number of molecular formulas.

During the development of the HPLC method, external instrument
calibration was performed using a 74900-00-05 Cole Palmer syringe
pump (Vernon Hills, IL, USA) directly connected to the interface, with a
sodium formate cluster solution passing through containing 5 mM
sodium hydroxide and 0.2% formic acid in water:isopropanol 1:1 v/v.
The calibration solution was injected at the beginning of each run and
all the spectra were calibrated prior to the compound identification. By
using this method, an exact calibration curve based on numerous cluster
masses each differing by 68 Da (NaCHO,) was obtained. Because of the
compensation of temperature drift in the TOF, this external calibration
provided accurate mass values (better than 5 ppm) for a complete run
without the need for a dual sprayer setup for internal mass calibration.

ESI-IT-MS/MS detection

The IT-MS spectrometer was run in the negative ion mode and the capil-
lary voltage was set at 4000 V. IT instrument scanned at 50-1100 m/z
range. The other parameters were dry temperature, 300°C; drying gas
flow, 9 L/min; nebulising gas pressure, 30 psi. The instrument was con-
trolled by a personal computer running Esquire NTsoftware from Bruker
Daltonics.

Results and Discussion

The base peak chromatogram from C. ladanifer by HPLC-ESI-TOF
is shown in Fig. 1. The characterised compounds are presented
in Table 1 identified with the numbers 1-36 considering the

www.interscience.wiley.com/journal/pca
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Figure 1.

elution order. In the present work, the phenolic compounds are
classified into five groups: hexahydroxydiphenyl (HHDP) and
derivatives, phenolic acids and derivatives, ellagic acid and deriv-
atives, flavonoids and derivatives, and other compounds. All the
compounds were characterised by the interpretation of their UV-
vis absorbance band, the mass spectra obtained with the TOF-MS
and the MS/MS spectra acquired with the IT-MS, and also taking
into account the data provided by the literature.

Hexahydroxydiphenoyl and derivatives

It has been reported that HHDP yields ellagic acid by spontane-
ous lactonisation (Arapitsas et al., 2007). As there are many com-
pounds derived from HHDP, we have summarised its derivatives
in this section. Three isomers of hexahydroxydiphenoyl-o-gluco-
side (peaks 3-5) have been identified. The fragmentation pattern
in all cases resulted in two fragments at m/z 301 and 275. The
fragment at m/z 301 represents the HHDP moiety (loss of glucose
via cleavage of ester link and spontaneous lactonisation in ellagic
acid). The loss of a CO group from the HHDP moiety produces the
corresponding fragment at m/z 275. The fragment at m/z 421
found in peak 4 is caused by the loss of a group C,H,0, in glucose
residue. Peak 12, corresponding to pedunculagin, showed frag-
ments at m/z 481 (loss of one HHDP group), 301 and 275 (accord-
ing to the fragmentation pathway described for peaks 3-5).
Strictinin, assigned to peak 16, presented a fragment at m/z 301
obtained for spontaneous lactonisation of HHDP moiety.

Phenolic acids and derivatives

Peak 6 was characterised as gallic acid. The MS? spectrum pro-
vided a fragment at m/z 125, corresponding to the loss of a CO,
Molecule. Peaks 7 and 10 were determined as glucogallinisomers,
with a fragmentation pattern at m/z 169 (corresponding to the
loss of glucose moiety) and m/z 125 (decarboxylation of galloyl
group). Peak 9 corresponded to gentisoil glucoside, with a MS/
MS pattern at m/z 153 and 109 due to the loss of glucose moiety
and CO, successively. Peak 11 was characterised as digalloil-3-o-
glucopiranoside. The fragmentation pattern is shown in Fig. 2(a).
Peak 14 corresponded to uralenneoside, and its MS? spectrum
showed two fragments at m/z 153 and 109 due to the loss of
xilose residue and CO, successively. Finally, peak 19 was charac-
terised as mirciaphenone B with a fragmentation pattern as
shown in Fig. 2(b).

) Tims pming

Base peak chromatogram of Cistus ladanifer aqueous extract.

Ellagic acid and derivatives

Peaks 15 and 17 were identified as punicalagins isomers at m/z
1083.059. Three fragments at m/z 781, 601 and 301 were found,
corresponding to cleavage of punicalagin to obtain punicalin,
gallagic acid and ellagic acid successively, according to the pro-
posed fragmentation pattern by Seeram et al. (2005). Peak 8 was
identified as punicalin. Only one fragment at m/z 601 was
obtained, which corresponded to gallagic acid (Seeram et al.,
2005). Peak 18 was identified as cornusiin B and its fragmentation
pattern is shown in Fig. 3. Peaks 24 and 29 were identified as
ellagic acid-7-xyloside and methylated ellagic acid-7-xyloside
(ducheside A), respectively. The fragment obtained at m/z 301 in
peak 24 and 315 in peak 29 corresponded to the loss of xylose
moiety. This corresponded to the ellagic acid and methylated
ellagic acid, respectively. Peak 26 was identified as ellagic acid. Its
fragmentation pattern showed two fragments at m/z 257 (loss of
CO,) and 229 (successively loss of one CO group from the frag-
ment at m/z 257).

Flavonoids

Thirteen peaks were identified as flavonoids. The ion found at m/z
350.066 (peak 13) corresponded to epigallocatechin, a flavan-
3-ol. The MS? fragmentation at m/z 261 and 179 corresponded to
the loss of CO, and C¢H4O;, respectively, from the precursor ion.
The loss of CsHsO5 was due to heterocyclic ring fission (Gu et al.,
2003).

Peaks 21, 23, 25, 27, 30, 31, 33 and 36 were identified as flavo-
nols. Peaks 21 and 25 were both characterised as quercetin digly-
cosides. The fragments at m/z 463 and 301 found in the
compound 21 were consistent with the loss of two hexose moi-
eties successively. The MS/MS spectrum of peak 25 showed a
fragment at m/z 301 corresponding to the loss of one hexose and
one pentose groups simultaneously. The peak 27 was character-
ised as quercetin glucoside, with a fragmentation pattern at m/z
301 (loss of glucose) and 151 (via heterolytic cleavage). Peaks 23,
30 and 31 were characterised as kaempferol diglycosides. These
three peaks presented the same fragmentation pattern at m/z
447 and 285, due to the loss of two hexose groups for peak 23,
and the loss of rhamnosyl and hexosyl group for peaks 30 and
31. Peaks 33 and 36 were identified as kaempferol methylether
and kaempferol dimethylether, respectively. The fragment at m/z
165 in peak 33 corresponded to the loss of CgHy0, (cleavage *A")
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