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RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se reldnen los resultados obtenidos en los
estudios de caracterizacion quimica y de la actividad bioldgica del helecho
Phlebodium decumanum. Se ha evaluado el potencial del extracto
hidroetandlico de las hojas de dicha especie como fuente de compuestos
guimicos biactivos para su posible uso en el desarrollo de nutracéuticos y en
el tratamiento de determinadas enfermedades, como el cancer. La memoria
se ha estrucurado en tres secciones principales: introduccion, parte
experimental y conclusiones. La parte experimental se divide en cinco
capitulos, cada uno de ellos centrados en uno de los objetivos propuestos al

inicio del desarrollo de la Tesis.

En la introduccién se describen, en primer lugar, las principales
caracteristicas de los alimentos funcionales, los nutracéuticos y las plantas
medicinales. En este contexto, se detallan las caracteristicas de la especie
de Phlebodium decumanum como matriz vegetal objeto de estudio, su uso
tradicional como planta medicinal, su uso en la actualidad asi como sus
propiedades terapéuticas. A continuacién se describen los fitoquimicos
como importante fuente de compuestos bioactivos y las diferentes etapas
del procedimiento analitico para su determinacion. Se recogen los
diferentes métodos de extraccién de compuestos fendlicos a partir de
plantas y extractos vegetales, asi como las principales técnicas analiticas
utilizadas para su deteccion y cuantificacién. Por ultimo, se describen las
técnicas de biologia molecular utilizadas en la determinacién de la actividad
bioldgica utilizadas a lo largo del desarrollo de esta investigacién. En éstas se

incluyen la citometria de flujo y los ensayos de viabilidad celular.



La parte experimental se divide en cinco capitulos, cada uno de ellos
estructurado en siete secciones: breve introduccién, objetivos, materiales y

métodos, resultados y discusidn, conclusiones y, finalmente, bibliografia.

En el primer capitulo se aborda el desarrollo de un método
cromatografico mediante HPLC-UV Vis (DAD) para el establecimiento del
perfil quimico representativo de P. decumanum, y la optimizacién de todas
las variables que influyen en la separacién cromatografica (fase movil, fase
estacionaria, volumen de inyeccién, gradientes, temperatura). Se incluye su
adaptacion a UHPLC-PDA (DAD), ademas de un estudio de estabilidad del

extracto a lo largo del tiempo bajo diferentes temperaturas.

El segundo capitulo recoge la caracterizacion de la mayor parte de
los componentes quimicos presentes en el extracto de P. decumanum. El
analisis se ha llevado a cabo mediante HPLC-ESI-TOF-MS en las instalaciones
del Centro de Instrumentacién Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada
(UGR) empleando el método cromatografico desarrollado en previamente
en el capitulo anterior. La informacion del espectrémetro de masas
aportada junto con la informacion de la bibliografia permitio identificar la
gran mayoria de los compuestos presentes en el extracto del helecho. En
resultados, se describen todos los compuestos tentativamente identificados

agrupados por familias.

El tercer capitulo se centra en la identificacion y determinacion de
dos esteroles de especial interés, con actividad androgénica y prohibidos
por la World Anti-Doping Agency (WADA) mediante GC-MS/MS. Se detalla el
procedimiento analitico, tratamiento de la muestra, y el desarrollo del
método cromatografico. Los analisis se realizaron en el CIC de la UGR y en

colaboracion con el laboratorio europeo de referencia para el andlisis de



pesticidas en frutas y verduras (EURL-FV) de la Universidad de Almeria

(UAL).

El cuarto capitulo, se ha realizado durante mi estancia en la
Universidad de Tufts, Boston, MA. En él se estudia el potencial efecto
inmunomodulador de P. decumanum en cultivos primarios de células
inmunes. Se detalla el procedimiento metodoldgico de aislamiento de
linfocitos T y de monocitos seguido, a partir del bazo y médula dsea de
ratones, respectivamente, los ensayos realizados y los analisis obtenidos

mediante citometria de flujo.

Finalmente, en el quinto capitulo se evalua el potencial efecto
antitumoral de P. decumanum in vitro sobre la poblacién de células madre
tumorales de diversas lineas de cancer. Estos ensayos se han desarrollado
en colaboracion con el Dr. Marchal en las instalaciones de la Facultad de
Medicina de la UGR. Igualmente, se describe la metodologia utilizada para el
aislamiento de las células madre, la formacion de tumoresferas y los

ensayos de viabilidad celular realizados.

Los resultados obtenidos en el capitulo | y Il han permitido la
publicacién de un trabajo cientifico que se encuentra en la revista cientifica

internacional “Analytical Letters”:

Martin-Pozo, L., Zafra-Gémez, A., Cantarero-Malagon, S., y Vilchez, J.L.
(2019). Analysis of Phlebodium decumanum fronds by High-
Performance Liquid Chromatography by Ultraviolet-Visible and
Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry (HPLC-UV-VIS-
QTOF-MS/MS).  Analytical  Letters  52(13), 2107-2032. Doi:
10.1080/00032719.2019.1594866



El resto de investigaciones, se encuentran en fase de escritura para su

proxima publicacion.

Por otro lado, estas investigaciones han sido presentadas en varios

congresos y / o reuniones cientificas:

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gomez, A., y Vilchez, J.V. “Perfil quimico del
extracto hidroetandlico del Phlebodium decumanum”. Presentado
en la “XVI reunion del Grupo Regional Andaluz de la Sociedad
Espafiola de Quimica Analitica (GRASEQA)”. Celebrada en el Palacio

de Congresos, Granada, del 2 al 4 de octubre de 2018. Péster.

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gdmez, A., Cuadros-Ojeda, M.A., vy Vilchez,
J.L. “Caracterizacién de la Composicion Quimica y de la Actividad
Biologica del extracto de Phlebodium decumanum”. Presentado en
las “lll Jornadas / Primer Congreso Nacional de Investigadores en
Formacién: Fomentando la Interdisciplinariedad (JIFFI)”. Celebrado
en la Antigua Facultad de Medicina, Granada, del 20 al 22 de junio

del 2018. Comunicacién oral.

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gémez, A., y Vilchez, JV. “Chemical
Characterization of Phlebodium decumanum by using High-
Performance Liquid Chromatography coupled with Mass
Spectrometry time of Flight Analyzer", referencia: O-YS-06.
Presentado en la “XVII Reunidn Cientifica de la Sociedad Espafiola
de Cromatografia y Técnicas Afines (SECyTA 2017). Celebrado en
Barcelona, Espafia, del 3 al 5 de octubre de 2017. Comunicacion

oral.



[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gémez, A., y Vilchez, J.V. “Phlebodium
decumanum: Chromatographic Characterizatoin on a Natural
Extract”, referencia: O-NP-2. Presentado en la XVI Reunidn
Cientifica de la Sociedad Espafiola de Cromatografia y Técnicas
Afines (SECyTA 2016). Celebrada en Sevilla, Espafia, del 2 al 4 de

noviembre de 2016. Comunicacién oral.

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gomez, A., y Vilchez, J.V. “Caracterizacion
Cromatografica de un Extracto: Phlebodium decumanum”.
Presentado en el “I Congreso de Jévenes Quimicos y Bioquimicos
Terapéuticos (QuimBioQuim)”. Celebrado en Granada, Espafia, del

3 al 4 de octubre de 2016. Comunicacién oral.

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gomez, A., y Vilchez, J.V. “Phlebodium
decumanum: caracterizacion cromatografica de un extracto”.
Presentado en las “l Jornadas de Investigadores en Formacion:
Fomentando la Interdisciplinariedad (JIFFI)”. Celebradas en la
Facultad Medicina, Granada, Espafia, del 18 al 20 de mayo de 2016.

Poster.






SUMMARY

This Doctoral Thesis includes all the results obtained in the studies of
chemical characterization and biological activity of P. decumanum. The
potential of the leaves as a source of bioactive chemical compounds have
been evaluated since they may be use in the development of nutraceuticals

and in the improving of some diseases, including cancer.

The manuscript has been structured in three main sections:
introduction, experimental part, and conclusions. The experimental part is
divided into five chapters, each of them focused on one of the objectives

proposed at the initial research plan of the Thesis.

First, introduction describes the main characteristics of
characteristics of functional foods, nutraceuticals and medicinal plants. In
this context, the characteristics of the Phlebodium decumanum species as a
studied plant matrix, its traditional use as a medicinal herb, its use today as
well as its therapeutic properties are detailed. Phytochemicals as an
important source of bioactive compounds and the different stages of the
analytical procedure for their determination are described below. The
different methods of extraction of phenolic compounds from plant and
vegetal extracts are collected, as well as the main analytical techniques used
for their detection and quantification. Finally, the molecular biology
technigues used in the determination of the biological activity used
throughout the development of this research are explained. These include

flow cytometry and cell viability assays.



The experimental part is divided into five chapters, each one structured
into seven sections: brief introduction, objectives, materials and methods,

results and discussion, conclusions and, finally, bibliography.

The first chapter deals with the development of a chromatographic
method using HPLC-UV Vis (DAD) for the establishment of the
representative chemical profile of P. decumanum, and the optimization of
all the variables that influence the chromatographic separation (mobile
phase, stationary phase, injection volume, gradients, temperature). Its
adaptation to UHPLC-PDA (DAD) is included, in addition to a study of

stability of the extract over time at different temperatures.

The second chapter includes a characterization of the large part of
the components present in P. decumanum. The analysis has been carried
out by HPLC-ESI-TOF-MS in the facilities of the Center for Scientific
Instrumentation (CIC) of the University of Granada (UGR) using the
chromatographic method previously developed in the previous chapter. The
MS information provided together with the information reported in
bibliography allowed to identify the vast majority of phytocomponents
present in the fern. In results, all tentatively identified compounds grouped

by families are described.

The third chapter focuses on the identification and determination of
two sterols of special interest, with androgenic activity and prohibited by
the World Anti-Doping Agency (WADA) through GC-MS/MS. The analytical
procedure, sample treatment, and the development of the
chromatographic method are detailed. These analyzes were carried out at

the CIC of the UGR and in collaboration with the European reference



laboratory for the analysis of pesticides in fruits and vegetables (EURL-FV) of

the University of Almeria (UAL).

The potential immunomodulatory effect of P. decumanum on primary
cultures of immune cells is studied in the fourth chapter, conducted
during my stay at Tufts University, Boston MA. The methodological
procedure for isolation of T lymphocytes and monocytes from the spleen
and bone marrow of mice, respectively, the in vitro assays performed and

the analyzes obtained by flow cytometry are detailed.

Finally, in the fifth chapter, the potential antitumor effect of P.
decumanum in vitro on the tumor stem cell population of various cancer
lines is evaluated. These assays have been developed recently, in
collaboration with Dr. Marchal in the facilities of the Faculty of Medicine of
the University of Granada. Likewise, the methodology used for the isolation
of the stem cells, the formation of tumorspheres and the viability assays

performed are described.

Additionally, the results obtained in chapter | and Il have allowed the
development of a scientific work that is published in the journal "Analytical

Letters":

Martin-Pozo, L., Zafra-Gémez, A., Cantarero-Malagén, S., y Vilchez, J.L.
(2019). Analysis of Phlebodium decumanum fronds by High-
Performance Liquid Chromatography by Ultraviolet-Visible and
Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry (HPLC-UV-VIS-
QTOF-MS/MS).  Analytical  Letters 52(13), 2107-2032. Doi:
10.1080/00032719.2019.1594866



The rest of research carried out during the development of the Thesis is

being now prepared for publication.

As well it has been presented at the following congresses and / or

scientific meetings:
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Congress Palace, Granada, from October 2 to 4, 2018. Poster.

[0 Martin-Pozo, L., Zafra-Gémez, A., Cuadros-Ojeda, M.A., vy Vilchez,
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Oral comunication.
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Barcelona, Spain, from October 3 to 5, 2017. Oral comunication.
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Afines (SECYTA 2016)”. Celebrated at Sevilla, Spain, from November
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Acrdnicmos y Abreviaturas

ADD

AED

APC

ASE

BMDC

BMDM

CCK-8

CcD

CFDA-SE

CFSE

CcMC

COoX

DAD

DC

DMEM

DMSO

DTE

EC

El

ESI

EXPLY-37®

1,4-androstadieno-3,17-diona

4-androsteno-3,17-diona

Antigen-presenting cell (célulal presentadora de antigenos)
Accelerated Solvent Extraction

Bone marrow derived dendritic cell (célula dendritica derivada de
la médula ésea marron)

Bone marrow derived monocyte (monocito derivado de la médula
osea marron)

Cell Counting Kit-8

Clusters of Diferentiation
CarboxyFluorescein Diacetate Succinimidyl Ester
CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester
Célula madre cancerigena
Cyclooxygenase

Dyode-array detector

Dendritic Cell (célula dendritica)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium®
Dimetilsulfoxido

Dithioerythitol

Energia de Colision

Electron ionization

Electrospray lonization
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FBS Fetal bobine serum (suero bovino fetal)

FID Flame ionization detector

FLD Fluorescence detector

FS Forward Scatter

GC Gas chromatography (cromatografia de gases)

GLC Gas Liquid Chromatography

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (factor

estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos)
GSC Gas Solid Chromatography

HPLC High Performance Liquid Chromatography (cromatografia de
liquidos de alta presion)

[Cso Inhibitory concentration of 50% (concentracidn inhibitoria del
50% de la viabilidad.

[FN-y Interferén gamma

IL Interleuquina

iNOS Inducible Oxid Nitric Synthase (6xido nitrico sintasa inducible)
LC Liquid Chromatography (cromatografia de liquidos)

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

LPS Lipopolidacarido

MAE Microwave-Assisted Extraction

MeOH Metanol

MHC Major Histocompatibility Complex (complejo mayor de

histocompatibilidad)



Acrdnicmos y Abreviaturas

MRM
MS

MS/MS

MSTFA

MTS

MTT
NF-«B
NO
OH
PBS
PCR
PDA
Q-TOF
RMN
ROS
RPMI
RSD
SFE
SIM
SLE

SQDG

Multiple Reaction Monitoring
Mass Spectrometry (espectrometria de masas)

Tandem Mass Spectrometry (espectrometria de masas en
tandem)

N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Factor nuclear kappa B

Nitric Oxide (6xido nitrico)

Grupo hidroxilo

Phosphate Buffered Saline (tampdn fosfato salino)
Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Photometric Diode Array

Quadrupole Time Of Flight

Resonancia Magnética Nuclear

Reactive Oxigen Species

Roswell Park Memorial Institute medium

Relative Standard Deviation

Supercritical Fluid Extraction

Selected lon Monitoring

Solid Liquid Extraction

Sulfoquinovosil diacilglicerol 1,2-di-O-palmitol-3-0 (6-sulfo- a-D-
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SS
sTNFR2
Tc

TCR
Th
T™MIS
TNF-a
Treg
UAE
UHPLC
UV-vis

WST-8

WT

XTT

quinovopiranolsil)-glicerol

Side Scatter

Receptor 2 del factor de necrosis tumoral
Cytotoxic T Cell (célula T citotdxica)

T cell receptor (receptor de las células T)

Helper T Cell (célula T colaboradora)
Trimethyliodosilane

Tumor Necrosis Factor Alpha (factor de necrosis tumoral Alpha)
Regulatory T Cell

Ultrasound-Assisted Extraction

Ultra-High Performance Liquid Chromatography
Ultravioleta-visible

(2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt)

Wild-Type (tipo natural o silvestre)

2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo- phenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide
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El objetivo central de esta Tesis Doctoral lo constituye el estudio
bioanalitico del extracto hidroalcohdlico del Phlebodium decumanum, desde
su caracterizaciéon quimica hasta el estudio de su actividad bioldgica global
frente a diferentes lineas celulares de interés. Para ello se han propuesto los
siguientes objetivos especificos contemplados dentro del plan de
investigacién y que, a su vez, constituyen los cinco capitulos que se

desarrollan dentro de esta memoria:

|.  Establecimiento de un perfil quimico “huella dactilar” representativo y
reproducible del extracto hidro-etandlico de P. decumanum mediante
cromatografia de liquidos de altar resolucion (HPLC-DAD) vy
cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucion (UHPLC-DAD).
Optimizacion de aquellas variables que afectan a la resolucién y la
simetria de los picos cromatograficos (influencia de la fase mavil, el
gradiente de elucidén, las caracteristicas de la columna y el flujo de la
fase movil). Una vez establecida la huella dactilar caracteristica, se
lleva a cabo la evaluacion de la estabilidad a largo plazo bajo

distintas condiciones de temperatura.

Il Caracterizacién de los compuestos quimicos presentes en un extracto
hidroetandlico de las hojas de P. decumanum mediante HPLC-ESI-MS-
TOF. Interpretacion y contraste de los datos de espectrométricos
obtenidos, e identificacién tentativa de los diferentes componentes

fendlicos que pueden ser obtenidos a partir del extracto.

Ill.  Estudio de la presencia de dos esteroides, 4-androsteno-3,17-diona
(AED) y 1,4-androstadieno-3,17-diona (ADD) en dos complementos
nutricionales cuyo principal componente es P. decumanum

(EXPLY37® y cdpsulas EXPLIVAR) y en varias muestras de alimentos
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de consumo habitual: carne de ternera, carne de cerdo y huevos de
gallina mediante GC-MS/MS. Desarrollo del un método analitico, que
incluye el tratamiento previo de la muestra, la optimizacion de los
parametros cromatograficos y de masas, su validacion vy, finalmente,
deteccion y cuantificacion de los esteroles estudiados en muestras

reales.

Estudio del potencial efecto modulador y anti-inflamatorio del
extracto hidroalcohdlico de P. decumanum sobre células del sistema
inmune. Aislamiento de células T CD4+ y monocitos a partir del bazo
y médula dsea, respectivamente, de ratones adultos. Evaluacion del
efecto modulador del extracto en la activacion y diferenciacion de
células T naive a linfocitos del linaje colaborador tipo 1 (Th1l),
relacionados con los procesos inflamatorios. Estudio del efecto del
extracto, sobre la proliferacion de células T activadas con anti-CD3 o
en co-cultivo con células dendriticas presentadoras de antigeno.
Analisis de la expresidon génica en la diferenciacion de monocitos a

macrofagos proinflamatorios en presencia del extracto.

Estudio del potencial efecto anticancerigeno del extracto completo de
P. decumanum, y de diferentes fracciones, sobre células madre
cancerigenas aisladas de distintas lineas de cancer. Fraccionamiento
del extracto hidroetandlico mediante cromatografia de liquidos
semi-preparativa, y evaluacion del efecto del extracto completo y de
las fracciones obtenidas en células madre tumorales. Aislamiento de
las células madre a partir de lineas tumorales, formacién de

tumoresferas, y realizacién de ensayos de citotoxicidad.
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Desde tiempos inmemoriales el hombre ha tratado de mitigar sus
dolencias y prolongar su vida, empleando los recursos que le otorgaba la
naturaleza. Entre éstos destaca el reino vegetal, las plantas. Fue asi como
cada region del mundo desarrolld su forma de curar a partir de plantas
medicinales que con el tiempo pasé a conformar la llamada medicina

tradicional (Gurib-Fakim, 2006; Avello and Cisternas, 2010;).

Aungue la realidad terapéutica hoy dia esta regida mayoritariamente
por la quimica sintética, tanto la comunidad cientifica como la industria han
desarrollado un especial interés por el empleo de plantas medicinales
debido a las propiedades funcionales y nutracéuticas que presentan algunos
nutrientes y compuestos naturales, y el alto valor afiadido que representa su

incorporacion a determinados alimentos (Caleja et al., 2017).

En este sentido, el Phlebodium decumanum (P. decumanum) junto con
otros helechos tropicales relacionados, pertenecientes al género
Polypodium, se han venido utilizando por antiguas civilizaciones en ciertas
partes de Centro y Sudamérica como hierbas medicinales, para tratar
multitud de condiciones relacionadas con procesos inflamatorios,
desérdenes dermatoldgicos e incluso el cancer (Ruiz 1805; Liu et al., 1998;
Yesares Ferrer et al., 2001; Gattuso, Amalia, and Gatusso 2008; Gonzalez-
Jurado et al., 2008). Hoy dia, estas plantas podrian representar una buena
alternativa para la prevencion de ciertas patologias, para reducir la
sintomatologia y efectos negativos de determinadas enfermedades, e

incluso como ayuda en su tratamiento.

Sin embargo, los estudios cientificos sobre su caracterizacién quimica y
efectos y propiedades bioldgicas son escasos, especialmente en el caso del

P. decumanum, lo que hace necesario un estudio mas profundo que permita
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justificar cientificamente su comportamiento. Este vacio cientifico es el que
ha incitado el trabajo desarrollado durante los cuatro afios de Tesis Doctoral

y que se recoge en los siguientes capitulos.
1. PLANTAS MEDICINALES, ALIMENTACION FUNCIONAL Y NUTRACEUTICOS

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto la importancia de un
buen estado nutricional, pues es sindnimo de salud y prevencion de
enfermedad o disminucion del riesgo de enfermar. Esta preocupacién en la
sociedad ha dado lugar a la aparicion de nuevas disciplinas de especial
interés, orientadas al estudio de productos naturales con potencial actividad
preventiva o terapéutica, los llamados nutracéuticos y alimentos
funcionales. A su vez, éstos se relacionan con las plantas medicinales
primitivas, en tanto que ambos comparten el poseer principios activos y se
les atribuyen efectos beneficiosos para el ser humano. A continuacién, se

describirdn con mas detalle.
1.1. Alimentos funcionales

El término "alimento funcional" aparecié por primera vez en la década
de los 80 en Japdn en referencia a los productos alimenticios enriquecidos
con componentes especiales que tienen efectos fisioldgicos beneficiosos
(Bibliardi and Galati, 2013). Uno de los principales retos a los que se
enfrentan estos nuevos conceptos es la ausencia de una definicion universal
y Unica, asi como de una normativa legal de los mismos. En la Unién
Europea no hay legislacion vigente sobre alimentos funcionales. Japén es el
Unico pais que los considera como una categoria adecuada (Arai, 1996) v,
por lo general, cada pais se rige por su propia legislacion (Serafini et al.,

2011).
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Dentro de las diversas definiciones existentes, segun el Consejo
Internacional de Informacion sobre Alimentos, es “todo aquel alimento
semejante en apariencia fisica al alimento convencional, consumido como
parte de la dieta diaria, pero capaz de producir demostrados efectos
metabdlicos o fisiologicos, utiles en el mantenimiento de una buena salud
fisica y mental, en la reduccion del riesgo de enfermedades cronico-

degenerativas, ademds de sus funciones nutricionales bdsicas” (IFIC, 2006).

Por tanto, un alimento puede clasificarse como "funcional” si, mas alla
de los efectos nutricionales adecuados, demuestra beneficios en una o mas
funciones diana en el cuerpo humano, relevantes para mejorar la salud y el
bienestar y / o reducir el riesgo de enfermedades. Estos alimentos pueden
ser naturales o sin modificar (también llamados alimentos saludables), o
alimentos modificados a los que se les ha agregado o eliminado un
componente por medios tecnoldgicos, y son ingeridos habitualmente en la

dieta. Segun esta clasificacion se distinguen:

1) Alimentos no alterados (naturalmente contienen un alto nivel de

nutrientes o componentes con efectos beneficiosos).

2) Alimentos fortificados (el contenido de estos componentes se ha

incrementado).

3) Alimentos enriquecidos (se han afiadido componentes adicionales

beneficiosos que naturalmente no contienen).

4) Alimentos alterados (un componente especifico ha sido eliminado o

sustituido) (Spence, 2006; Bibliardi and Galati, 2013).
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1.2. Nutracéuticos

Los nutracéuticos pueden definirse como suplementos dietéticos o
productos generados en procesos biotecnoldgicos que contienen nutrientes
o sustancias bioactivas, preparados a partir de matrices crudas de alimentos
y utilizados en formas de presentacion farmacéutica con dosificaciéon
unitarias (tabletas, capsulas, comprimidos, liquidos, etc.) Por lo tanto, el
agente bioactivo estd en este caso mas concentrado que en el alimento del
gue proceden, en la dosis efectiva para presentar los efectos fisioldgicos
positivos en el cuerpo humano. No podria, por tanto, obtenerse de la
ingesta normal de alimentos para alcanzar los efectos beneficiosos

esperados (Dudeja and Gupta, 2015).

Hoy en dia, el uso de formulaciones nutracéuticas en suplementos
dietéticos como complemento para prevenir algunas enfermedades es muy
comun (Braithwaite et al., 2014). No obstante, es importante distinguirlos
de los medicamentos, ya que éstos ultimos no tienen un origen bioldgico
natural y se utilizan mas para tratar enfermedades en lugar de prevenir, a

diferencia de los nutracéuticos (Dudeja and Gupta, 2015).

Por lo general, el procesamiento de nutracéuticos sigue cuatro pasos:
pretratamiento (incluye homogeneizacion, molienda, maceracion y secado
de la muestra), extraccién (seleccion de un método adecuado que permita
extraer el compuesto o los compuestos bioactivos de interés con la maxima
recuperacion), aislamiento / purificaciéon de estos compuestos y, finalmente,

encapsulacion (Carocho et al., 2014).
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1.3. Plantas medicinales

Se denominan plantas medicinales a aquellas plantas que pueden
utilizarse en su totalidad o por partes especificas (hojas, flores, frutos,
cortezas, tallos o raices), para tratar enfermedades o aliviar sus sintomas,

debido a que contienen principios activos con accion terapéutica.

El uso de las plantas en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades se remonta a los origenes del ser humano. Los primeros
reportes de su uso terapéutico datan de los afios 5000 A.C. en Asia, para el
tratamiento y prevencién de desérdenes muy diversos, desde procesos
inflamatorios, intestinales y cutaneos, hasta incluso cancer (Gurib-Fakim,
2006). El primer texto escrito sobre el uso de plantas medicinales tiene unos

4000 afios de antigliedad y aparece
en una tablilla de arcilla en la
cultura de los Sumerios. Otra de las
evidencias escritas mas antiguas es
el libro chino “Pen T'Sao", escrito
por el emperador Shen Nung
alrededor del afio 2500 a. C,, en el

Figura 1. Reproduccion fotogrdfica de que trata 365 medicamentos

una de las pdginas del manuscrito
chino “Pen T'Sao" sobre raices y  (partes secas de plantas
pastos (Obra de Domino publico).  adicinales), muchos de los cuales
Fuente: Meggs, Philip B. A History of
se usan incluso hoy en dia (Biljana,

Graphic Design. John Wiley & Sons,
Inc. 1998. (p 25). 2012). Se estima que, en un
momento u otro de la historia, de las 75000 especies de plantas superiores
existentes en la tierra, aproximadamente hasta el 10% se ha utilizado con

fines medicinales (WHO, 1998; Ratra and Gupta, 2015).
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Hoy dia, la medicina tradicional es una de las principales fuentes de
atencion médica. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), aproximadamente el 80% de la poblacion mundial (principalmente
los de los paises en desarrollo) aun recurre a productos de origen vegetal
para sus necesidades de atencidon primaria de la salud (WHO, 2013; Gurib-

Fakim, 2006).

Las plantas se consideran recursos potenciales de compuestos
bioactivos. La seguridad vy la eficacia de las plantas medicinales han sido bien
aceptadas como se ve en los usos tradicionales a largo plazo vy la
investigacién cientifica. Ademas, las terapias vegetales son mas accesibles y
asequibles en comparacién con las medicinas modernas (Thanchanit et al.,
2018). También es un hecho que los productos naturales y sus derivados
representan mas del 50% de todos los farmacos en uso clinico en el mundo
y que las plantas superiores contribuyen en una cuarta parte (Gurib-Fakim,
2006). Por otro lado, los numerosos efectos secundarios descritos en los
farmacos sintéticos han fomentado el uso de las plantas medicinales como
una fuente confiable de nuevas terapias (Uritu et al.,, 2018). Por estas
razones, las plantas medicinales se han convertido en una parte importante

del sistema de salud primario hoy en dia.

En cualquier caso, la clasificacion de una planta en el grupo de
medicinales se torna un tanto ambigua. Ya que una planta, extracto, o
producto derivado de ella con propiedades terapéuticas demostradas,
puede utilizarse como planta medicinal, tal y como tradicionalmente se ha
venido haciendo en la medicina natural; pero también y darle un uso como
alimento funcional incluyéndolo en la dieta (en forma de infusiones, como

condimento, en recetas) o bien emplearse para elaborar formulaciones



Introduccion 31

nutracéuticas (al ser posible extraer los principios activos responsables del

efecto beneficioso para la salud).

Figura 2. Correlacion entre alimentos funcionales, plantas medicinales y
nutracéuticos y sus roles para la mejora de la salud.

2. EXTRACTOS VEGETALES COMO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Recientemente, el uso medicinal de las plantas ha evolucionado hacia el
aislamiento de compuestos quimicos farmacolégicamente activos presentes
en su composicion. De hecho, la extraccion de compuestos bioactivos de
fuentes vegetales se ha convertido en las dltimas décadas en una de las
areas de investigacion mas importantes para las industrias farmacéutica vy

alimentaria (Sasidharan et al., 2011; Brusotti et al., 2014).
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Las plantas pueden considerarse "fdbricas quimicas verdes" pues
constituyen un vasto suministro de apreciados compuestos naturales de
amplia diversidad quimica. Como fuentes productivas, sintetizan una
enorme variedad de metabolitos secundarios, y entre ellos compuestos
bioactivos de alto valor, que podrian ser seleccionados para encontrar
potenciales moléculas diana (principios activos) en la expansién de nuevos
farmacos y en el desarrollo de nuevos ingredientes funcionales. Ademas, es
un hecho que numerosos principios activos utilizados hoy dia provienen de
forma directa o indirectamente de plantas. Es importante destacar que la
fitoguimica es una de las madres de la farmacologia actual y que el reino
vegetal es una fuente casi inagotable de moléculas bioactivas (Ratra and

Gupta, 2015; Xu et al., 2017).

En este contexto, en la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el
extracto de frondes de P. decumanum (llevando a cabo su caracterizacion
quimica y de actividad bioldgica) como potencial fuente de compuestos
bioactivos, que puedan servir para el desarrollo de ingredientes funcionales
0 nutracéuticos y/o desarrollo de terapias farmacoldgicas que puedan
ayudar a hacer frente a patologias diversas, incluyendo el cancer,
desordenes atdpicos, procesos inmunoldgicos, entre otros. A continuacion,

se describen las principales caracteristicas de esta fuente vegetal.

P. decumanum (Will.) J. Sm., es un helecho polipodidceo (de la familia
Polypodiaceae) que crece en algunas areas especificas de América Central.
Pertenece al género Phlebodium, estrechamente relacionado con el género

Polypodium, que incluye unas 50 variedades de plantas.

Fue descrita por John Smith y William Jackson Hooker en 1842 (Hooker

and Bauer, 1842) y, anteriormente por el botanico aleman Carl Ludwig
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Willdenow, director del jardin botanico de Berlin, que descubrid la especie
en 1811 analizando en Paris las plantas traidas por Alexander von Humboldt

en su viaje por Sudameérica (Brower, 2009).

Esta especie se encuentra bastante extendida por el continente centro
y sudamericano, con presencia en los paises de Meéxico, Guatemala,
Honduras, Costa Rica, Nicaragua, Republica Dominicana, Venezuela, Perd,

Brasil, Bolivia y Paraguay (EOL, 2019).

Figura 3. A: Detalle de los soros de las hojas de P. decumanum, B:
Fronde de P. decumanum; C: Habitat de P. decumanum. Imdgenes
extraidas de: Gattuso et al, 2008; The Institute for Regional
Conservation; Encyclopedia of Life (EOL).

El estudio morfoldgico y anatodmico reciente llevado a cabo por Gattuso
y colaboradores (2008), ha puesto de manifiesto caracteres comunes y no
comunes de las especies de Phlebodium. Esto ha permitido finalmente la
identificacion de estas especies. P. decumanum es un helecho de color
verde parduzco, de hojas pinnatisectas y articuladas al rizoma. Estos ultimos
son generalmente farinosos, miden unos 1-3 cm de ancho y estan cubiertos
por escamas basipeltadas, concoloras y denticuladas (de 6-15 mm). Los
soros de sus hojas son orbiculares, miden 1.5 mm de didmetro y se

disponen en series de 3y 5 entre el margen y la costa (Gattuso et al., 2008).
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P. decumanum, junto con las especies Phlebodium pseudoaureum (Cav.)
Lellinger y Phlebodium aureum (L.) J. Sm., son conocidas con los nombres
comunes de “calaguala”, “calahuala”, “polipodio” o “helecho azul”, de las
que se han utilizado tradicionalmente sus rizomas y hojas (Gupta, 1995;
Ocampo-Sanchez et al., 2006). Se les atribuyen multitud de propiedades
mostrando poseer actividad analgésica, expectorante, febrifuga, depurativa,

tranquilizante, antiinflamatoria, entre otras (Gattusso et al., 2008).

En la presente memoria centramos nuestro interés en la actividad
inmunomoduladora y anticancerigena de P. decumanum, ya que existen
evidencias de que posee ciertos compuestos naturales capaces de modular
la activacion de macréfagos in vitro, y de inhibir la promocion de diferentes
tipos de cancer. La variedad utilizada en este estudio fue cultivada en forma
de monocultivo puro y procesada de manera drganica por la empresa
HELSINT S.A.L. en las cercanias del Lago Yojoa localizado en el Norte de

Honduras.

2.1. Calaguala en el pasado

La incorporacién de productos medicinales americanos comienza en
1570, cuando Felipe I, solicitd a los médicos en sus expediciones, la tarea
de registrar las practicas médicas locales y anotar cada darbol, hierba o

semilla medicinal que se encontraran (Ruiz, 1796).

Durante el siglo XV, la necesidad de reemplazar los productos
medicinales importados de Oriente a Europa, también se vio reflejada en las
expediciones que centraban sus investigaciones en la busqueda de plantas
gue pudieran sustituirlos para poder modificar asi su politica de

importaciones (Olearte, 2006).
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Una de estas plantas medicinales americanas introducidas en Espafia es
la Calaguala. Los indios de Perd en la América precolombina ya utilizaban la
calaguala antes de que los espafioles entraran en los paises con sus
expediciones politico-cientificas. De hecho, ésta aparece en la Pharmacopea
Matritensis de 1762 (Guerra et al., 1762) antes de que en 1777 partiera la
expedicion espafiola al Virreinato del Perd, dirigida por el botdnico Hipdlito
Ruiz Lépez a bordo de “El Peruano”. Incluso se puede encontrar esta planta

con el nombre de Polypodium calaguala Ruiz en honor a él.

Figura 4. A: Hipdlito Ruiz Ldpez. B: llustracion de la
calaguala que aparece en el libro “Memoria sobre la
legitima calaguala y otras raices que con el mismo
nombre nos vienen de América meridional”, de
Hipdlito Ruiz.

Hipdlito Ruiz recogid en su libro “Memoria sobre la legitima calaguala y
otras raices que con el mismo nombre nos vienen de América meridional”,
disertaciones que buscaban diferenciar una Unica especie entre varias
plantas que se comercializaban con el mismo nombre. Llegaba a ser

mezclada incluso por los recolectores con otras raices de la familia
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Polypodium, similares a simple vista. El término se aplicd para todas las
especies de helechos, pasando como auténticas durante su comercio vy

contrabando (Ruiz, 1805).

Explica que, bajo el nombre de calaguala se conocen tres especies de
raices que vienen de PerU pero ya los indios les dieron distintos nombres
para caracterizar cada una de ellas pues tenian propiedades distintas. La
primera y legitima se denominé Calaguala o Callahuala, la segunda Puntu-

puntuy la tercera y ultima, Huacsaro (Ruiz, 1805).

De la verdadera calaguala se conocen sus usos en caidas, golpes,
contusiones o para el cansancio general de cuerpo. También como remedio
sudorifico, resolutivo, descoagulante y antirreumatico. Su forma habitual de
uso era en forma de infusiones de agua con raices frescas cortadas, y
cociéndolas a fuego lento, tapado, hasta consumir la mitad del volumen vy
sacando sin colar, tras haberse decantado, la cantidad a tomar. Los efectos
de la calaguala fresca son mas inmediatos y eficaces que cuando se

encuentra seca, pero no por ello pierde su eficiencia.

2.2. Calaguala en el presente

En la actualidad, el término vulgar calaguala adquiere alglin otro
sinénimo como “polipodio” o “helecho azul” (Gupta, 1995; Ocampo-Sanchez
et al.,, 2006), y engloba también tres especies bien diferenciadas. Estas
especies son Phlebodium decumanum (Will.) 1. Sm., Phlebodium
pseudoaureum (Cav.) Lellinger y Phlebodium aureum (L.) J. Sm. (Gattuso et
al., 2008). La coincidencia o no de las tres raices que los indios consideraban

calaguala con la equivalencia real de estas especies no ha sido demostrada.
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Asimismo, de estos tres helechos se utilizan utilizan actualmente, sus
rizomas desecados y sus hojas, por sus propiedades documentadas, ya
comentadas anteriormente. En el mercado actual encontramos diversos
productos fitofarmacéuticos representados en formulaciones a base de
fracciones hidrosolubles de estas especies. Los podemos encontrar como
mezclas de las tres especies, de dos de ellas, o de cada una individualmente.
Algunos ejemplos son RAINTREE® (P. aureum y P. decumanum), destinado a
la mejora de la salud de la piel o Kalawalla® (Calaguala) (P. aureum o P.
leucotomos) disefiado como suplemento alimenticio para mejorar la salud

general y la funcién del sistema inmunoldgico.

En relacién con la variedad de P. decumanum, de nuestro interés en
este estudio, las formulaciones a base de fracciones hidrosolubles de sus
hojas, purificadas y estandarizadas, se encuentran registradas bajo el
nombre de EXPLY-37® (marca registrada de HELSINT S.A.L.), utilizado para
designar al Extracto de Phlebodium decumanum del Lago Yojoa. A su vez
existen suplementos nutricionales comercialmente disponibles utilizados
para fines diversos, como los productos EXPLIVAR® de Infisport®, destinados

a la prevencion del sobreesfuerzo fisico y de la fatiga (Yesares et al., 2001).

2.1.3. Propiedades terapéuticas de P. decumanum:

La busqueda bibliografica sobre P. decumanum reporta datos escasos,
poco precisos e incluso algunos de ellos antiguos. Sin embargo, existen
diversos estudios con evidencia cientifica que han demostrado las

propiedades terapéuticas o actividad bioldgica del helecho:

L1 Efecto inmunosupresivo en la psoriasis. P. decumanum mostrd inhibir in
vitro la formacién de leucotrieno B4, uno de los mediadores

inflamatorios que ha sido aislado en grandes cantidades de la piel de
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pacientes psoridsicos. Esta inhibicion es debida a la accién de varios
acidos poli insaturados presentes en el helecho, en concreto, a los

acidos linolénico, linoléico y araquiddnico (Vasdnge et al., 1994).

Mas tarde, investigaron el efecto de P. decumanum sobre neutrdfilos en
cultivo, y demostraron que uno de constituyentes de la planta poseia
actividad inhibitoria en el factor activador de plaguetas en una
exocitosis inducida, factor implicado también en los procesos de
psoriasis. El compuesto se identificd como sulfoquinovosil diacilglicerol
1,2-di-O-palmitol-3-O  (6-sulfo-a-D-quinovopiranosil)-glicerol  (SQDG)

por medios espectroscépicos (Vasdnge et al., 1997).

Posteriormente, los compuestos activos identificados, el SQDG junto
con los acidos poliinsaturados (linolénico, linoleico y araquidénico) vy el
triflavonoide selligueain, fueron aislados y cuantificados en diferentes
especies de Phebodium, incluyendo el P. decumanum mediante HPLC, y
se demostro su actividad antiinflamatoria con bioensayos in vitro (Liu et

al., 1998).

Efecto anti-neopldsico. Extractos de hojas y rizomas de P. decumanum
preparados con distintos solventes mostraron tener una actividad
antitumoral sobre las lineas celulares de leucemia mieloide HL-60, al
inhibir la proliferacion e inducir la muerte celular en diferentes
magnitudes. El extracto de diclorometano inhibié el crecimiento un
80%, el de metanol un 60% mientras que el acuoso causo una inhibicion

del 25% de la proliferacién (Gridling et al., 2009).

Efecto inmunomodulador sobre macréfagos humanos activados.
Fracciones hidrosolubles de P. decumanum demostraron poseer un

efecto modulador sobre células del sistema inmune in vitro. El extracto
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inhibié la produccion del factor de necrosis tumoral (TNF) por
macréfagos tras ser activados con lipopolisacarido (LPS) e interferon
gamma (IFN-y). Ademas incremento la liberacion del receptor 2 de TNF
soluble (sTNFR2) y del antagonista IL1R, capaces de neutralizar la
actividad de IL-1 y TNF. P. decumanum mostré poseer actividades anti-
inflamatorias, disminuyendo la produccion de TNF e incrementando la

de estos receptores (Punzon et al., 2003).

[l  Efecto inmunomodulador sobre la respuesta inmune durante el desarrollo
de ejercicio fisico. El entrenamiento fisico se considera un buen modelo
para provocar diferentes grados de disfuncion inmune, que afecta al
rendimiento fisico y a algunas respuestas fisioldgicicas relacionadas con
el estrés oxidativo y la inflamacién. Por ello, diversas investigaciones
han centrado su interés en realizar estudios clinicos basados en
suplementacion oral de P.decumanum para investigar su efecto durante
la realizacion de actividad fisica. Los resultados de estos estudios

demuestran que P. decumanum:

o Moadifica la respuesta del cortisol frente al estrés fisico. Como
consecuencia, los sujetos que suplementaron su alimentacién con el
extracto manifestaron un menor grado de estrés fisico (Gonzalez-

Jurado et al., 2009).

o Induce efectos inmunomoduladores, especificamente dirigidos a la
liberacion de citoquinas durante el ejercicio fisico, disminuyendo la
produccion de las proinflamatorias (TNFa, IL-6) e incrementando las

antiinflamatorias (Gonzalez-Jurado et al., 2011).

o Reduce la inflamacidn y el estrés oxidativo, al descender la generacion

de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina e isoprostanos (mediadores de extrés
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oxidativo) e incrementando la actividad antioxidante en eritrocitos y

el estado antioxidante total del plasma (Diaz-Castro et al., 2012).

Efecto  protector del dafio muscular. Las propiedades
inmunoinmoduladoras y antioxidantes de P. decumanum, mostraron
una mejora en el rendimiento fisico y disminucién de la fatiga
durante el ejercicio fisico al atenuar el dafio muscular, asi como un
aumento de las capacidades de fuerza y potencia (Esteban-

Fernandez et al., 2005; Vargas-Corzo et al., 2014).

Incluso se han elaborado tesis doctorales cuyo tema principal era el

estudio de P. Decumanum: sobre su efecto sobre el estrés oxidativo durante

el ejercicio fisico (Sotomayor, 2002; Morales, 2007) y sobre la fatiga

muscular y el rendimiento fisico-deportivo (Jurado, 2003).

A pesar de las evidencias reportadas sobre las propiedades bioactivas

de P. decumanum, se conoce muy poco de su composicion quimica. El

desconocimiento de los compuestos presentes en esta especie, asi como de

los principios activos responsables de dichas propiedades, hace necesario

un estudio mas profundo, comenzando por el establecimiento de su perfil

cromatografico asi como de su caracterizacion para la compresion de los

mecanismos subyacentes de esta planta.
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3. FITOQUIMICOS COMO COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los compuestos bioactivos pueden definirse como aquellos
componentes naturales que se encuentran en pequefias cantidades en
plantas y ciertos alimentos, que influyen en la actividad celular y los
mecanismos fisioldgicos, y que conducen efectos beneficiosos para la salud,
como pueden ser la disminucion del riesgo de padecer alguna enfermedad o
la mejora de determinadas funciones del organismo. Existen una amplia
variedad de sustancias bioactivas descritas en la naturaleza, con diferente
estructura molecular y con actividades bioldgicas diversas. Muchas plantas
contienen altas concentraciones de fitoquimicos beneficiosos que impactan
en la salud de forma positiva. Un ejemplo son los compuestos con accion
antioxidante, que protegen contra el dafio de los radicales libres, como son
las vitaminas y los compuestos fendlicos, tales como flavonoides, taninos y
ligninas (Altemimi et al., 2017). Aparte de la actividad antioxidante, otros
fitocompuestos juegan, ademds, un papel dindmico en retrasar el
envejecimiento, reducir la inflamacién y prevenir ciertos tipos de cancer,
como es el caso del betacaroteno, el dcido ascorbico y muchos fendlicos

(Duthie et al., 1996).

La Tabla 1 recoge los principales compuestos bioactivos que pueden
encontrarse en alimentos y fuentes vegetales y sus actividades bioldgicas
mas destacadas. Dentro de los compuestos bioactivos, los compuestos
fendlicos despiertan un especial interés en la comunidad cientifica y han sido
objeto de estudio en numerosas investigaciones, por su amplia diversidad
estructural y en lo referente a las actividades bioldgica, pero también porque
las plantas superiores son una importante fuente de polifenoles. Por este
motivo, en los siguientes apartados se hablard de fitoquimicos en general,

prestando especial atencidn a los compuestos fendlicos.
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Tabla 1. Clasificacidn de los fitoquimicos (adaptado de Upadhyay y Dixit, 2015).

Principales compuestos bioactivos

Compuestos
fendlicos
(polifenoles)

Terpenoides

Lipidos

Carbohidratos
y derivados

Proteinas y
derivados

Minerales y
vitaminas

O

s o

I o I

O

I o

o |

Acidos fendlicos
Curcuminoides
Flavonoides
Chalconas
Stilbenos
Lignanos
Isoflavonoides
Taninos

Carotenoides
Sesquiterpenos
Tocoferoles
Tocotrienoles
Saponinas
Acidos grasos
= Acido linoleico
= De cadena larga
03
Fitoesteroles
Esfingolipidos
Fosfolipidos

Oligosacdridos
Polisacdridos

Aminodcidos
Péptidos
Indoles

Folato
Isotiocianatos

P

Mg

Ca

Zn

Na

Vitamina A
Vitamina B12, etc.

Efectos terapéuticos

g
g
g

O Ooooood [

(|

OooOoOooodg

I o |

O

O

Antioxidantes
Antinflamatorios
Reguladores del
metabolismo
Antidiabéticos
Antitumorales
Inhibidores de la
proliferacion
Antiangiogénicos
Antimicrobiales
Antioxidantes
Antiinflamatorios
Anticancerigenos
Neuroprotectores

Reguladores del
metabolismo
Antiinflamatorios
Reducen el riesgo de
enfermedades
cardiovasculares y de
determinados
canceres
Antioxidantes
Anticancerigenos
Antiangiogénicos
Anticoagulantes
Antidiabéticos
Inmunomoduladores
Cardio- y hepato-
protectores
Antioxidantes
Anitimicrobiales
Antitumoraes
Antiinflammatorios e
inmunomoduladores
Estimuladores de Ia
hematopoyesis
Esenciales para el
organismo como
componentes
estructurales y
reguladores.

Referencias
Upadhyay
and Dixit,
2015;
Abbas et
al., 2017.

Upadhyay
and Dixit,
2015

Abuajah et
al., 2015)

Xie et al.,
2015

Liu etal.,
2016;
Rajendran
etal., 2017
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4. DETERMINACION DE FITOQUIMICOS Y COMPUESTOS ACTIVOS EN
MATRICES VEGETALES

La identificacion de los constituyentes quimicos presentes en una
muestra vegetal es una tarea sumamente compleja que requiere del
empleo conjunto de técnicas analiticas sofisticadas. De forma general, un
procedimiento analitico para la caracterizacion de la composicién quimica
de una matriz de ese tipo implica tres etapas fundamentales: tratamiento
de muestra y extraccién de los compuestos fendlicos, separacidén analitica
de los compuestos, y finalmente deteccidon e identificacion. A continuacion,

se detallan cada una de estas fases que forman el proceso analitico.

4.1. Métodos para la extraccion, aislamiento y purificacion de compuestos

fendlicos.

La extraccion es el primer paso en el proceso de identificacion vy
cuantificacion de compuestos quimicos y en el descubrimiento de nuevos
compuestos activos de las plantas. La operacion basica incluye pasos como
pre-lavado, secado o liofilizacion de la matriz vegetal y molienda para
obtener una muestra homogénea, aumentar la superficie en contacto con el

disolvente y, mejorar la cinética de la extracciéon (Sasidharan et al., 2011).

La seleccion de los disolventes de extraccion depende en gran medida
de la polaridad de los compuestos bioactivos de interés (Khoddami et al.,
2013). Asi, en la extraccién de compuestos hidrofilicos se usan disolventes
polares como metanol, etanol o acetato de etilo. Para la extraccién de
compuestos lipofélicos disolventes apolares, como diclorometano y hexano,
éste Ultimo en algunos casos para eliminar las clorofilas (Sasidharan et al,,

2011).
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Son muchos los métodos que han sido explorados y utilizados para la
extraccion y el analisis de fitoquimicos a partir matrices vegetales. Mas alla
de las metodologias tradicionales de extraccidon solido-liquido (SLE), tales
como maceracion, infusién, decoccion y ebullicion bajo reflujo, durante las
Ultimas décadas se han introducido una amplia gama de técnicas modernas.
Estas incluyen la extraccion asistida por ultrasonido (UAE), la extraccién
asistida por microondas (MAE), la extraccién con fluidos supercriticos (SFE),
y la extraccion acelerada con disolventes (ASE) (Brusotti et al., 2014). La
idoneidad de la técnica debe ser considerada, pues va a depender de las
propiedades quimicas de los compuestos a extraer, principalmente de la

polaridad y, en especial, de la termo estabilidad (Sasidharan et al., 2011).
4.1.1. Extraccion solido-liquido (SLE)

La extraccion sdlido-liquido, SLE de las siglas en inglés Solid-Liquid
Extraction, es la técnica mas simple y comuUnmente utilizada para la
extraccion de compuestos fendlicos en plantas. Consiste en la extraccion
directa de matrices frescas o liofilizadas de plantas con diferentes
disolventes, como metanol, etanol, acetona, etc., o mezclas de ellos. Tras la
extraccion, suele requerir de un paso adicional, como cromatografia en
columna o la extraccién de fase soélida (SPE), para la eliminacion de
sustancias indeseables que puedan interferir en el analisis (lipidos, taninos,
etc.) Aunque es muy facil de utilizar presenta varias desventajas, como la
necesidad de usar grandes cantidades de reactivos organicos, el largo

tiempo de extraccién y la baja eficiencia (Xu et al., 2017).
4.1.2. Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

La extraccién asistida por ultrasonido, UAE del inglés Ultrasound-

Assisted Extraction, es una técnica Util y econdmica ampliamente utilizada
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para la extraccién de fitoquimicos. La sonicacién produce ondas de sonido
gue crean burbujas de cavitacion cerca del tejido de la muestra, que
rompen las paredes celulares de las plantas, liberando asi el contenido
celular. La eficiencia de extraccién se ve influenciada no sélo por el tiempo
de sonicacion, la temperatura y la frecuencia de onda ultrasonica, sino
también por las propiedades del disolvente utilizado y la muestra. Usa
equipamiento comun de laboratorio, como un bafio de ultrasonidos, por lo
que es un método simple, facil y econémico (Khoddami et al.,, 2013;

Altemimi et al., 2017).

Transductor

Generador de Sonda ultrasénica
ultrasonidos

h - profundidad de la
sonda en el liquido

Vaso de
precipitados de
doble capa

Figura 5. Representacion esquemdtica de un equipo de extraccion asistida por
ultrasonido (UAE) (Imagen tomada de Rojas-Molina et al., 2016).

4.1.3. Extraccion asistida por microondas (MAE)

La extraccion asistida por microondas (MAE, de las siglas en inglés
Microwave-Assisted Extraction), es una técnica mas moderna Util para la
extraccion de fitoquimicos termoestables. Utiliza el efecto directo de la
energia de microondas para facilitar el reparto de analitos de la muestra al
disolvente. Los principales parametros de este método incluyen la potencia

de microondas, el tiempo de extraccion, la solubilidad, la constante
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dieléctrica, y las propiedades del disolvente utilizado. Este Ultimo es un
factor importante porque los disolventes con altas constantes dieléctricas
pueden absorber mas energia de microondas (Xu et al.,, 2017). Los
disolventes mas comiUnmente utilizados para la extraccién de compuestos
fendlicos son el metanol, el etanol y el agua. Es una técnica que consume
menos cantidad de disolvente y tiempo de extraccién. Ademads, se ha
demostrado que los productos de MAE presentan actividad antioxidante
mayores que cuando se utilizan otras técnicas de extraccion, lo que sugiere
gue incrementa el contenido de antioxidantes extraidos (Dahmoune et al.,
2015). La desventaja de esta técnica en relacion con los fitoquimicos de las
plantas es que muchos de ellos poseen un alto nimero de sustituyentes con
grupos hidroxilo (-OH) en su estructura, y son sensibles a las altas
temperaturas. MAE no es adecuada para estos analitos debido a que se

degradan y oxidan bajo tales condiciones (Brusotti et al., 2014).

Sensor de temperatura

Salida de agua Suministro de energia eléctrica

Entrada de agua

Adaptador
Condensador Cavidad del
horno
Unidad de control de
Matraz.(!e temperatura y fuente
extraccion de alimentacion

Figura 6. Representacion esquemdtica de un equipo de extraccion asistida por
microondas para su uso en laboratorio (MAE) (Imagen tomada de Rojas-Molina et
al., 2016).
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4.1.4. Extraccion de fluido supercritico (SFE)

La extracciéon con fluidos supercriticos (SFE, del inglés Supercritical Fluid
Extraction) es una técnica ecolégica que puede ser una alternativa eficiente
para la extraccion de compuestos fendlicos. El fluido supercritico mas
utilizado es el CO, en estado supercritico. Otro tipo de fluidos que pueden
utilizarse para la extraccion de estos compuestos, son el etano, butano,
pentano, amonio, oxido nitroso vy trifluorometano. Comparado con otras
técnicas, la SFE consume menos disolventes organicos y menos tiempo de
extraccion, y ofrece una mayor selectividad evitando, ademas, la oxidacion
de la muestra por la presencia de aire. Sin embargo, el CO, no es polar por
lo que la técnica es incompatible para la extraccién de compuestos fendlicos
polares. Un punto débil de la técnica es la elevada inversién que requiere

(Rojas-Molina et al., 2016; Xu et al., 2017).

Cilindro de CO.
Tanque de compensacion
Extractor
Separadores
Colector y medidor de gas
Baiios termostaticos
Bomba isocratica

Figura 7. Representacion esquemdtica de un sistema de extraccion de fluidos
supercriticos (Imagen tomada de Rojas-Molina et al., 2016).
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4.1.5. Extraccion acelerada con disolventes (ASE)

La extraccion acelerada con disolventes (ASE, del inglés Accelerated
Solvent Extraction) es una técnica avanzada que permite extraer
compuestos quimicos a altas temperaturas y presién. La elevada presion y
temperatura contribuye a la rapida penetracion del solvente en las células
vegetales y con ello, a su extraccion. Al igual que MAE, es incompatible para
la extraccidon de aquellos compuestos que son termolabiles. Comparado con
los métodos convencionales proporciona procesos de extraccion mas

rapidos que requieren poca cantidad de disolvente (Xu et al., 2017).

Valvula de descarga
Valvula de purga de presion

Horno

Desechos

Célula de
extraccion

Disolventes

Recipiente de

Nitrégeno i
recogida

Figura 8. Modelo esquemdtico de un equipo de extraccion acelelerada con
disolventes (ASE) (Imagen tomada de Sharid et al., 2015).

Generalmente, una vez seleccionada la técnica de extraccidon mas
adecuado para el analisis de los compuestos de interés, se procede a la
optimizacién de las condiciones experimentales. El método de extraccion
debe optimizarse, cambiando o modificando las variables que mas influyan
en el proceso (cantidad de muestra, volumen de disolvente, temperatura,
etc.) y, a su vez, evaluando su influencia mutua y en el proceso general
(Brusotti et al., 2014). El objetivo es determinar los parametros éptimos

para lograr maximo rendimiento en la extraccion en el menor tiempo.
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4.2. Técnicas analiticas para la identificacion y cuantificacion de fitoquimicos

La cuantificacion de compuestos fendlicos depende de diferentes
parametros, como como la naturaleza quimica de los compuestos, el
meétodo de extraccion utilizado, el tamafio de particula y las sustancias e
impurezas que interfieren. Con el avance de la quimica analitica, se han
utilizado numerosas técnicas para cuantificar compuestos quimicos
obtenidos a partir de fuentes vegetales, como son la espectrofotometria, la
cromatografia de capa fina, la electroforesis capilar, la espectroscopia de
infrarrojo, y en especial, la espectrofotometria, la cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC), la cromatografia de gases, y sus combinaciones

(Figura 9) (Xu et al., 2017).

En la presente memoria se prestara especial atencion a la GC y LC, por
ser las técnicas separativas empleadas en el estudio de la caracterizacion de

los componentes del P. decumanum.

Figura 9. Diagrama esquemdtico de los métodos para el andlisis de compuestos
extraidos de plantas (Modificado de Xu et al., 2017).
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4.2.1. Técnicas separativas para el andlisis de compuestos fendlicos.
A. Cromatografia de gases (CG). Fundamento.

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica donde la
separacion de los componentes de la muestra tiene lugar gracias al
equilibrio de distribucion existente entre una fase mdvil, que es un gas, y
una fase estacionaria, que puede ser sélido (GSC) o un liquido (GLC, la mas
utilizada). A diferencia de las otras técnicas separativas, la fase movil no
interactla con las moléculas del analito, solo lo transporta a través de la
columna (Skoog et al., 2003). En un cromatografo de gases, la muestra se
volatiliza, lo que hace a la CG la técnica analitica ideal en el andlisis de
compuestos volatiles. Un equipo de CG tipicamente consta del gas portador,
un sistema de inyeccion de muestra, una columna, un horno termostatico, y

un detector (Figura 10).

Figura 10. Esquema tipico de un cromatografo de gases (imagen modificada de
Skoog et al., 2003).
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la CG ha sido empleada para la separacion, identificacién, y
cuantificacion de ciertos lignanos (Willfor et al., 2006) y de algunos
polifenoles en plantas, como taninos, flavonoides y antocianinas (Nolvachai
y Marriot, 2013; Xu et al., 2017). El detector mas comun ha sido el de
ionizacion de llama (FID). Sin embargo, en los Ultimos afios la GC acoplada a
la deteccidon por espectrometria de masas (MS) ha ganado popularidad en el
analisis de matrices complejas dada su alta sensibilidad y selectividad

(Kohddami et al., 2013).

La CG sin embargo presenta ciertas desventajas en el analisis de
fitoquimicos y compuestos fendlicos. El principal inconveniente es la baja
volatilidad de muchos de esos compuestos, que se debe a la presencia de
grupos hidroxilo con capacidad de formar enlaces de hidrdgeno. Esta
caracteristica comun de muchos compuestos fendlicos se traduce en un
aumento de su punto de ebullicidn y, en consecuencia, en una baja
volatilidad. Por este motivo, generalmente es necesario un proceso de
derivatizacion que transforme los compuestos en derivados mas volatiles
mediante metilacion o silanizazion (trimetilsilil derivados) (Rohloff, 2015).
Ademas, la cuantificacion de compuestos fendlicos a partir de matrices
complejas generalmente implica pasos de limpieza previos, como la
eliminacion de lipidos y la ruptura de los enlaces glucdsido y estér, ya sea

mediante medios enzimaticos, alcalinos o acidos (Kohddami et al., 2013).

B. Cromatografia de Liquidos (CL). Fundamento

Es una técnica cromatografica donde los componentes de una muestra
se separan al distribuirse entre una fase movil liquida (disolvente) y una fase
estacionaria solida (relleno de la columna). La separacién se basa en la

polaridad de los analitos y en la diferente afinidad que tienen hacia cada
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una de estas fases. Se distinguen dos tipos en funcién de la polaridad
relativa entre fase movil y fase estacionaria: de fase normal (cuando la fase
estacionaria es polar y la fase moévil apolar) y en fase inversa (cuando la fase
estacionaria es apolar y la fase moévil polar). En una separacion mediante CL,
la fase mévil es impulsada gracias a una bomba a través del sistema hacia la
columna cromatografica, donde tiene lugar la separacion. Los analitos son
retenidos en funcién de sus propiedades fisicoquimicas en la fase
estacionaria y eluyen primero los que sienten mas afinidad por la fase movil.
Un equipo de CL consta de una serie de componentes basicos: bomba,
inyector, columna, sistema de control de la temperatura, y detector (Figura

11) (Skoog et al., 2003).

Figura 11. Esquema de un cromatdgrafo de liquidos (imagen modificada
de Skoog et al., 2003).

La cromatografia de liqudos generalmente en fase inversa, es la técnica
mas utilizada para la separacion y deteccion de fitoquimicos en matrices
vegetales. Es importante considerar las propiedades de los compuestos que
se quieren analizar, asi como los factores que afectan al analisis, como el
tipo de columna utilizada, la fase movil y el tipo de detector utilizado

(Kohddami et al., 2013).
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4.2.2. Sistemas de deteccion

Entre los detectores mas ampliamente utilizados en la deteccion de

este tipo de analitos se encuentran el detector de ultravioleta-visible (UV-

Vis) el de diodos array (DAD), el de fluorescencia (FLD) y el detector de

masas (MS) (Xu et al., 2017).

A.

Espectroscopia de absorcion UV-Vis (DAD). El detector de ultravioleta-
visible (UV-Vis) se basa en la absorcién UV-Vis. Pueden ser la longitud
de onda de absorcién dnica (miden la radiacion absorbida de una
determinada longitud de onda fijada); o de longitud de onda variable,
también conocidos como detector de diodos en fila o “diodo array”
(DAD) (adquieren espectros completos). En general, los compuestos
fendlicos presentan bandas de absorcion en la region UV e incluso en el
visible. Se han podido determinar multitud de flavonoides vy
compuestos fendlicos. El acido gdlico, cafeico, siringico, p-cumarico,
clorogénico, p-hidroxibenzoico, ferdlico, la rutina, isoquercetina, son

solo algunos de ellos (Kohdammi et al., 2013).

Espectroscopia de fluoresencia (FLD). El detector de fluorescencia (FLD)
se basa en la medicion de la fluorescencia emitida. Se puede utilizar
para detectar sustancias que emiten fluorescencia de foma natural o
bien tras una adecuada reaccién de derivatizacion, por lo que es un
sistema mas limitado. No obstante, ha permitido detectar en fuentes
vegetales compuestos como la curcumina, el acido gadlico, el acido

cafeico y la luteolina entre otros compuestos (Xu et al., 2017).

Espectrometria de masas. Constituye el sistema de deteccion por
excelencia. Se basa en la separacion a vacio de iones en fase gaseosa de

acuerdo a su relacion masa/carga (m/z) (Skoog et al, 2003). La
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cromatografia de liquidos acoplada a la deteccion de MS en tandem
(MS/MS) es la técnica habitual de eleccidén debido a su alta sensibilidad
y selectividad. Ademas, proporciona informacién estructural, lo que
ayuda a dilucidar e identificar compuestos desconocidos de fuentes
naturales. Gran cantidad de estudios han desarrollado métodos de
analisis basados en LC-MS/MS para la caracterizacion fitoquimica de
una gran variedad de matrices de origen vegetal, incluyendo plantas
medicinales y e alimentos (frutas, zumos, especias, frutos secos, etc.)
permitiendo la identificacion y cuantificacidon inequivoca de multitud de
compuestos fendlicos, acidos fendlicos, flavonoles, catequinas, acidos
benzoicos, etc. (Kohdammi et al., 2013). La Figura 12 muestra el
diagrama de un espectrometro de masas y los elementos basicos que lo
componen. El sistema de ionizacién mas empleado en la determinacion
de compuestos fendlicos, es ionizacién por electrospray (ESI), al ser

muy eficaz en el analisis de compuestos polares y baja masa molecular.

Figura 12. Esquema general de un especrdmetro de masas equipado con una fuente
de ionizacion por electrospray (Imagen modificada de Cozma, 2014).
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5. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR EN LA EVALUACION DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

5.1. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica ampliamente empleada para
analizar la expresion de la superficie celular y las moléculas intracelulares, y
para caracterizar y definir diferentes tipos de células en una poblacion
celular heterogénea. Esto se consigue mediante la evaluacién de la pureza
de las subpoblaciones aisladas y el andlisis del tamafio y el volumen de las
células. Se utiliza principalmente para medir la intensidad de fluorescencia
producida por anticuerpos marcados con fluordforos que detectan
proteinas o ligandos que se unen a moléculas especificas asociadas a las
células. Es til por tanto, en los ensayos para la evaluacién de compuestos
con bioactividad y de extractos vegetales, ya que permite visualizar efectos
en los procesos de diferenciacién, proliferacion celular, y cambios en la

expresion de proteinas y citoquinas, entre otros (McKinnon, 2018).

5.1.1. Fundamento

Se trata de una técnica de analisis celular multiparamétrico basada en
hacer pasar una suspension de particulas (generalmente células) alineadas
(de una en una), por delante de un haz de laser focalizado. Un citémetro de
flujo tipico estd formado por un sistema de fluidos, un sistema Optico y un
sistema electrénico. En el momento de andlisis las células pueden estar
vivas o fijadas, pero deben estar obligatoriamente en suspensién y en forma
individual. Las células fluyen alineadas una a una frente a un haz laser en
flujo continuo. Cada célula al pasar dispersa la luz y emite fluorescencia
como consecuencia del impacto y de la excitacion laser a la que es

sometida. Ambas, luz dispersada y fluorescencia emitida, son filtradas vy
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recogidas por distintos detectores, y convertidas en sefiales electronicas
que son almacenadas (Figura 13). El andlisis se realiza a velocidades de miles
de células/segundo, lo que permite obtener datos de gran fiabilidad
estadistica, asi como identificar poblaciones representativas de baja

frecuencia dentro de la poblacion global (Hawley and Hawley, 2011).

Figura 13. Componentes principales de un citometro (Imagen
modificada de Invitrogen, Flow Cytometry).

Los parametros que se analizan de forma simultdnea por célula en la

citometria de flujo son:

[0 La dispersion de la luz, relacionada con las caracteristicas fisicas de la

particula.
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[0 La intensidad de fluorescencia a diferentes longitudes de onda de los

fluordforos asociados a la particula.

Las células o particulas que pasan a través del haz dispersan la luz, que
se detecta como dispersion frontal (FS, Forward Scatter) y dispersién
ortogonal (SS, Side Scatter). FS se correlaciona con el tamafio celular
mientras que SS es proporcional a la granularidad o complejidad de la
célula. Por tanto, es posible distinguir las distintas poblaciones celulares de
la suspension celular, en funcion solo de las diferencias en su tamafio y

granularidad (Figura 14) (Sinobiological, Flow Cytometry).

Figura 14. Dispersion de luz cuando el ldser de luz incide sobre la célula. La
direccion de la luz dispersada por la célula se correlaciona con el tamafio y la
granularidad de la célula. FSC, Forward Scatter; SSC, Side Scatter (Imagen
modificada de Sinobiological, Flow Cytometry).

Los datos obtenidos por técnicas de citometria de flujo se representan
en forma de distribuciones de frecuencia o histogramas de una o dos
dimensiones. En los histogramas se representa el nimero de células o

particulas (en el eje de ordenadas) frente a la intensidad de fluorescencia de
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un parametro (en el eje de abscisas) (Figura 15A). Las distribuciones de
frecuencia de dos parametros representan en cada eje la intensidad de
fluorescencia de un parametro diferente. Las mdas comunes son las
distribuciones de frecuencia de puntos (dot plots) donde cada punto
representa una particula analizada (Figura 15B). Una caracteristica propia
del analisis de datos de esta técnica es el uso de ventanas de analisis (gates)
tanto para seleccionar de manera especifica la poblacién de células o
particula de interés, como para simplificar el analisis de poblaciones
heterogéneas en las que se analizan simultdneamente un elevado numero

de parametro (Figura 15C).

Figura 15. Representaciones de los datos de citometria de flujo. Ejemplos. A:
histograma; B: distribucion de frecuencia (dot plot) de poblaciones de células
sanguineas; C: ventanas de andlisis (gatting strategy) para seleccionar la poblacion
de linfocitos CD4+ y CD25+.
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5.1.2. Aplicaciones

A.

Caracterizacion de poblaciones y subpoblaciones celulares. La citometria
de flujo es la principal alternativa para la caracterizacion y el
aislamiento de células (subpoblaciones) en poblaciones heterogéneas.
Una poblacién o subpoblacion de células se distingue del resto de
poblaciones, entre otros rasgos, por las moléculas especificas que
expresa, Unicas de ese tipo celular. Estas moléculas son los llamados
marcadores celulares, la mayoria de los cuales pueden ser detectados

mediante anticuerpos monoclonales especificos marcados.

Los marcadores celulares pueden incluir tanto proteinas
intracelulares (factores de transcripcién, marcadores relacionados con
vias metabdlicas) como moléculas que se encuentran en la superficie
celular (como receptores, glucoproteinas, proteins de membrana,
moléculas de adhesion). Dentro de los marcadores de superficie celular
se distingue el sistema clusters de diferenciacion o antigenos CD (del
inglés, Clusters of Diferentiation). Son un sistema de antigenos de
superficie de células del sistema inmune que son reconocidas por
ciertos anticuerpos y usadas para la identificacién del tipo celular,
estadio de diferenciacion y/o actividad. Por tanto, se emplea como
marcador en células del sistema inmune, como los leucocitos y otras
células hematopoyéticas. Pueden considerarse varias clases de
marcadores: de linaje, de maduracién y de activacién (Hawley and
Hawley, 2011). Un ejemplo son las moléculas CD4 y CD8, que aparecen
de forma temprana en la maduracion de las células T en el timo y que
se utilizan, en general, como marcadores para distinguir los linfocitos T
de tipo colaborador (Th) y de tipo citotdxico (Tc) (Prointech, Markers

for inmune cells).
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Seguimiento de la proliferacion celular. En las Ultimas décadas,
numerosos estudios han confirmado que la los polifenoles de la dieta
son capaces de inhibir la proliferacion celular, induciendo detencion del
ciclo celular y apoptosis en lineas celulares tumorales y leucémicas,
contribuyendo a prevenir la progresion de tumores (Mahbub et al,,
2013). La citometria de flujo es una técnica muy util para el seguimiento

y monitorizaciéon de la proliferacion de las células (Tario et al., 2011).

Existen multitud de colorantes fluorescentes comercialmente
disponibles para este fin. Uno de los marcajes mas utilizado para el
seguimiento de la proliferacién in vitro y que se ha utilizado en el
presente trabajo, es el éster succinimidilico de carboxifluoresceina CFSE
(del inglés, CarboxyFluorescein Succimidyl Ester). EI CFSE es una
molécula que penetra con facilidad las membranas celulares. Una vez
en el interior de la célula las esterasas intracelulares escinden los
grupos acetato del compuesto produciendo una molécula con
fluorescencia verde. El grupo succinimidil éster reacciona con las
aminas libres de intracelulares generando conjugados covalentes de
colorante-proteina. El resultado son células vivas con un marcador
fluorescente celular altamente estable y de larga duracién. De esta
manera, cuando una célula marcada con CFSE se divide, su progenie
estd dotada con la mitad del nimero de moléculas fluorescentes, y por
lo tanto, cada divisidn celular puede evaluarse midiendo la disminucion
correspondiente en la fluorescencia celular mediante citometria de
flujo (Abcam, CFSE Cell Labeling Kit; TermoFisher, Cell Trace CFSE Cell
proliferation Kit). Dado que es un tinte a base de fluoresceina, es
compatible con una amplia gama de otros fluorocromos, siendo

aplicable a la citometria de flujo multicolor (Quah and Parish, 2010).
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Aungue el acronimo genérico que se utiliza para describir el
reactivo es “CFSE”, el compuesto se vende de forma comercial como
CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), ya que tiene
una mayor capacidad de penetrar las membranas celulares por la
presencia de los dos grupos acetato (Quah and Parish, 2010). En la
Figura 16, se muestran las reacciones quimicas que tienen lugar en el

interior de las células cuando se tifien con CFSE.

Figura 16. Representacion de los fendmenos moleculares que tienen lugar en el
marcaje de células con CFSE (Imagen modificada de Quah y Parish, 2010).

C. Tincion de citocinas intracelulares. Muchos polifenoles han mostrado,
entre el amplio rango de actividades bildgicas, ser capaces de modular
el sistema inmunitario. En este contexto, la modulacién del balance de
citoquinas es uno de los mecanismos mas comunes mediante los cuales
ejercen. Por ejemplo, algunos flavonoides de la dieta modulan
mediadores de la inflamacion como la IL-6, como es el caso de

flavonoles presentes en el té y el cacao (Stote et al., 2012).
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La citometia de flujo mediante la tincion de citoquinas
intracelulares, es una técnica muy util para visualizar este tipo de
respuesta ante compuestos con actividad inmunomoduladora. La
técnica se basa en el marcaje de proteinas intracelulares diana
(citoquinas), con anticuerpos especificos conjugados con algun
compuesto fluorescente. Son necesarios el uso de inhibidores de
secrecion, como monensina o brefeldina A, para que las citoquinas
secretadas y otras proteinas puedan ser retenidas en el interior de las
células, y queden disponibles para el marcaje, tras previa fijacion con

alcohol o formaldehido (Hawley and Hawley, 2011).

5.2. Técnicas para la medida de la viabilidad celular

Los ensayos de proliferacién in vitro permiten estudiar la velocidad de
division de células en cultivo después de la exposicién a un estimulo
especifico. La medicion de la tasa de crecimiento (o divisién celular) de la
poblacion proporciona informacion sobre la salud basica y el mantenimiento
celular, asi como la respuesta a determinados farmacos o compuestos

bioactivos.

Existen multiples ensayos de proliferacion celular clasificados en cuatro
grupos principalmente, en funcion de los parametros que controlan: el
contenido o sintesis de ADN, la actividad metabdlica, la actividad de la
proteasa (ATP) y la intensidad del colorante de seguimiento. Cada uno
requiere instrumentacion diferente, y todos tienen ventajas y desventajas
(Smith, 2013). La eleccién de la técnica depende del tipo de células o tejido
a estudiar y de los objetivos experimentales especificos (Romar et al., 2016).
A continuacion, se describe el fundamento del ensayo que se ha llevado a

cabo en la presente memoria.
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A. Ensayo Cell Counting Kit-8 (CCK-8). Es una técnica colorimétrica muy
sensible que permite determinar la viabilidad celular en ensayos de
citotoxicidad y proliferacion mediante la medida de la actividad
metabdlica de las células. En este tipo de técnicas se utilizan sales de
tetrazolio que las células metabdlicamente activas reducen para formar
un formazdn coloreado, que luego se detecta mediante un
espectrofotometro a una determinada longitud de onda. La cantidad de
colorante de formazan generado por el metabolismo de las células en
cultivo es directamente proporcional al nimero de células vivas. En
este caso la sal de tetrazolio utilizada es WST-8 (2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium
monosodium salt), de un color ligeramente amarillo y altamente soluble
en agua. Esta se reduce por la actividad de las proteinas
deshidrogenasas de las células, en presencia de un portador de
electrones (1-metoxi PMS). La biorreduccién produce un colorante
formazan de color naranja, soluble también en el medio de cultivo

(Figura 17).

El procedimiento es facil, rapido y requiere solo de tres pasos:
adicion de la solucién CCK-8, incubacion durante 1-4h y finalmente
medida de la absorbancia a 450 nm. Tiene la ventaja de que, dado que
la solucidon CCK-8 es muy estable y tiene poca citotoxicidad, son
posibles incubaciones mas largas, de hasta 48 horas. Ademas, la
sensibilidad de deteccion con CCK-8 es mucho mas alta que con
cualquier otra sal de tetrazolio, como MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide), XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfo-  phenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) o MTS  (3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium) (Cell Counting Kit-8, Dojindo).

Figura 17. Mecanismo de deteccion de la viabilidad celular con CCK-8 (Fuente: Cell
Counting Kit-8, Dojindo).

Determinacion de la ICsp, Cuando se realizan ensayos de viabilidad vy
citotoxicidad, es posible calcular la concentracién del compuesto o
extracto afiadido que causa un efecto letal o inhibicién en el 50% de la
poblacion celular. A esta concentracion media se le denomina IC50 (del
inglés, half maximal Inhibitory Concentration of 50%). Es por ejemplo,
una medida cuantitativa e informativa de la eficacia de un farmaco. Este
valor es Util para determinar la capacidad citotoxica de los compuestos,
a la vez que permite comparar su toxicidad y evaluar si existen
diferencias entre las lineas celulares mediante analisis estadisticos

(Aykul and Martinez-Hackert, 2016).

Para la estimacion de la IC50 en pruebas de viabilidad son muy

recomendados los modelos de regresion lineal. Para ello se tratan las
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células con diluciones crecientes del compuesto o extracto a ensayar vy,
una vez pasado el tiempo de tratamiento y medida la viabilidad, se
establece la curva dosis respuesta. La curva, que en este caso es de
inhibicidn, se obtiene habitualmente de forma grafica, representando el
porcentaje de poblacion afectado (% de inhibicién), frente a la dosis en

abscisas, y sigue una forma simétrica sigmoidea (Figura 18).

Figura 18. Ejemplo de curva de dosis-respuesta que
muestra el % de inhibicidn en funcién de la concentracion
del farmaco.
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CAPITULO |

Establecimiento del perfil
cromatografico, huella dactilar,
de Phlebodium decumanum

mediante HPLC-UV-Vis (DAD)

Los ensayos realizados en este capitulo | se han desarrollado en los
laboratorios de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Granada (FQ338) y se han concretado junto con el siguiente
capitulo en un trabajo que se encuentra publicado en la revista “Analytical
Letters” 2019, VOL. 52, NO. 13, 2107-2132 (ver anexo |).
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Establecimiento del perfil cromatografico, huella
dactilar, de Phlebodium decumanum mediante

HPLC-UV Vis (DAD)

1. INTRODUCCION

Como vya se dijo en el capitulo de introduccién, Phlebodium
decumanum (P. decumanum), ha sido utilizado desde tiempos remotos por
las civilizaciones de Centro y Sud América como planta medicinal, en forma
de infusidn de fronde y rizoma, para el tratamiento de una gran variedad de
afecciones relacionadas con trastornos dermatoldgicos, procesos
inflamatorios e incluso cancer (Ruiz, 1805; Liu et al., 1998; Yesares Ferrer et
al., 2001; Gattuso, Amalia and Gatusso, 2008; Gonzalez-Jurado et al., 2008).
Horvath et al., demostraron el efecto antitumoral in vitro e in vivo de una
fraccion acuosa de dicho helecho. Desde entonces, se han estudiado
profundamente extractos obtenidos de P. decumanum, describiéndose su
perfil inmunomodulador / inmunosupresor y sus propiedades antioxidantes
y antirradicales libres (Punzén et al., 2003; Gonzalez-Jurado et al., 2011;

Diaz-Castro et al., 2012).
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Actualmente, se comercializan diferentes formulaciones a partir de una
fraccion hidrosoluble, purificada y estandarizada de los frondes de P.
decumanum, patentada y registrada como EXPLY-37®, desarrolladas para su
uso como suplementos nutricionales. Estas formulaciones son Utiles, por
ejemplo, para mejorar el estado de debilitamiento general y el sindrome
caquéctico de pacientes de SIDA y cancer. Mejoran la eficacia de los
tratamientos convencionales y ayudan a la recuperacion de los pacientes
sometidos a dichos tratamientos (Yesares-Ferrer et al., 2001). Adem3s,
Helsint S.A.L. ha desarrollado juntamente con la empresa distribuidora
INFISPORT, el complemento nutricional EXPLIVAR®, destinado al desarrollo y

mejora de la actividad fisica.

Hoy en dia, el desconocimiento de los compuestos presentes en esta
especie, asi como sus potenciales propiedades, hace necesario un estudio

mas profundo, comenzando con el estudio de su perfil cromatografico.

En primer lugar, es necesario el establecimiento de un método
cromatografico de calidad que permita una adecuada separacion de los
compuestos y la obtencién de un perfil quimico representativo “huella
dactilar” de los diferentes componentes extraidos del helecho con picos
bien resueltos. Dadas las propiedades fisicoquimicas de los analitos a
separar, la cromatografia de liquidos es la técnica mas iddnea, por ser
altamente eficiente en el analisis de productos naturales. Como en toda
técnica cromatografica, el desarrollo del método es un proceso laborioso,
gue requiere de la optimizacion de todos los parametros operativos
(seleccion de la columna analitica, las fases moviles efectivas, gradiente)
para lograr la maxima resolucién de los picos cromatograficos en el menor
tiempo de analisis. La simplicidad debe ser un objetivo importante al disefiar

la estrategia de desarrollo del método para evitar asi la complejidad
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innecesaria. Por ejemplo, no es necesario un gradiente, cuando los analitos

se pueden separar facilmente bajo condiciones isocraticas.

El 6ptimo desarrollo del método analitico es crucial para el posterior
anadlisis de los componentes y la identificacion de estructuras desconocidas.
Ademas, la separacién quimica permite el aislamiento y purificacion de
compuestos de interés a partir del extracto que, seguida de ensayos de
actividad farmacoldgica (bioensayos), es la base para el descubrimiento de
nuevos componentes activos de provenientes de fuentes naturales. Y
finalmente, no debemos olvidar que las “huellas dactilares” pueden usarse
como una herramienta de identificacion para la identificacion de hierbas y
sus especies (Alaerts et al., 2007) y para determinar su estabilidad (CHMP,
junio de 2018). La Organizacién Mundial de la Salud acepta la cromatografia
de la huella dactilar como técnica de identificacion, evaluacién de calidad y
estandarizacion para hierbas medicinales (WHO, 1991). Esto es muy
importante desde la perspectiva del P. decumanum como producto
nutricional, ya que el establecimiento del perfil quimico caracteristico es la

base para la seguridad y el control de calidad de toda planta medicinal.
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2. OBIETIVO

El objetivo principal del presente capitulo es la propuesta de un método
snalitico que permita establecer el perfil quimico “huella dactilar”
representativo y reproducible de los diferentes compuestos extraidos del
extracto hidro-etandlico de P. decumanum mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién con detector de Diodos Array (HPLC-DAD). Para
ello es necesaria la optimizacion de aquellos pardmetros quimicos e
instrumentales que afectan a la resolucion y la simetria de los picos
cromatograficos: probar la influencia de la fase movil, el gradiente de
elucién, las caracteristicas de la columna y finalmente, el flujo de la fase
movil. Una vez establecida la huella dactilar caracteristica del extracto, se

evalué ademas la estabilidad a corto y largo plazo, bajo distintas condiciones

de temperatura.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos y disolventes

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Para el
establecimiento del perfil cromatografico caracteristico del extracto de P.
decumanum se utilizaron los siguientes disolventes obtenidos de distintas
casas comerciales: agua desionizada obtenida de un sistema de purificacién
de agua Milli-Q® Advantage A10 de Millipore (Bedford, MA, USA); acido
formico > 98 % usado para el ajuste de pH proporcionado por MERCK
(Darmstadt, Alemania); metanol de calidad masas UHPLC-MS obtenido de
Scharlab (Barcelona, Espafia); y acetonitrilo > 99.9% grado gradiente
HiPerSolv. CHROMANORM® para HPLC. El metanol de grado técnico fue

proporcionado por VWR™ ProlLaboChemicals (Barcelona, Espafia).

3.2. Material de laboratorio

Para el desarrollo del trabajo experimental de esta parte, se utilizaron

los siguientes materiales de laboratorio:

o Matraces aforados de clase A de diferentes voliumenes.

o Viales de vidrio dmbar de 10 mL.

o Vasos de precipitados de diferentes capacidades.

o Tubos Eppendorf de 1.5y 2 mL de capacidad.

o Micropipetas de 100, 200 y 1000 puL.

o Pipetas Pasteur de vidrio y tetinas de goma.

o Botellas de vidrio graduadas de 1L Pyrex®.
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o Parafilm M® Laboratory Film.

o Viales de vidrio ambar para inyeccion cromatografia de liquidos de

1.5 mL.

o Tapones de rosca para viales cromatograficos.

o Sistema refrigerador capaz de alcanzar y mantener una temperatura

de4.0+1.0°Cy-20+1.0°C.

La limpieza y mantenimiento del material de vidrio empleado en
contacto con el extracto se realizé con detergente, mezcla cromica vy
posterior enjuague con abundante agua y metanol. El resto de material de
vidrio que no estuvo en contacto con ningun tipo de residuo organico se
lavd Unicamente con detergente y agua, e igualmente se enjuagd con

abundante agua desionizada y metanol.

3.3. Instrumentacion y software

Las muestras de extracto de P. decumanum resultantes tras la
extraccién (ver apartado 3.4.1) se liofilizaron usando un equipo de
liofilizacion SCANVAC CoolSafe™ (LaboGene™, Skanderborg, Dinamarca).
Otro material de laboratorio empleado incluye agitador vortex (IKA, Staufen,
Alemania), balanza analitica Mettler-Toledo AND GX400 (Columbus, OH,
USA) y centrifuga Spectrafuge™ 24D de Labnet International, Inc. (Nueva
Jersey, USA). El perfil quimico del extracto de P. decumanum se obtuvo
empleando un cromatdgrafo de liquidos Agilent 1100 series provisto de
desgasificador a vacio, muestreador automatico, bomba binaria, y detector
de diodos array (DAD) (modelo G1315B; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) (Figura 1.1). Para el establecimiento del perfil cromatografico se

ensayaron las siguientes columnas analiticas: LiChrosphere C8 (125 x 4.0
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mm, 5 um) y Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) obtenidas de Phenomenex
(Torrance, CA, USA); Mediterranean Sea C18 (100 x 4.6 mm, 3 um) de
Teknokroma (Barcelona, Spain); LichroCARTLiChrospher C18 (250 x 4.0 mm,
5 um) de Merck (Darmstadt, Germany); Atlantis C18 T3 (150 x 4.6 mm, 5
um), X-Bridge C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) y SunFire C18 (150 x 4.6 mm, 5 um)
de Waters (Manchester, UK) (Figura 1.6).

Figura 1.1. Cromatdgrafo de liquidos
convencional con detector de fotodiodos
array, Agilent 1100 Series.

Durante el desarrollo del proyecto, se adquiri6 un equipo de
cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion ACQUITY UPLC H-Class
PLUS System (Waters, Manchester, UK) (Figura 1.2), provisto de una bomba
cuaternaria (Quaternary Solvent Manager, Acquity UPLC H Class, Waters),

un inyector (Sample Manager-FTN Flow-Through Needle, Acquity UPLC,
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Waters) y dos detectores: Fotodiodos Array (PDA) y Espectrometro de
Masas de cuadrupolo simple (QDa), que también se utilizé para el
establecimiento de la huella dactilar del extracto. La fase estacionaria
empleada en este caso fue una columna AQCUITY UPLC HSS T3 (2.1 x 100

mm; 1.8 um). La columna se muestra en la Figura 1.3.

Figura 1.2. Cromatdgrafo de liquidos de ultra resolucion
acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolo simple
(UHPLC-MS (QdA)) empleado para la caracterizacion del
extracto de P. decumanum.

Figura 1.3. Columna AQCUITY UPLC HSS T3; 1.8 um; 10cm
empleada en la caracterizacion del extracto de P. decumanum
en UHPL-PDA.
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Los softwares empleados para el control de los equipos vy la adquisicion
y analisis de los cromatogramas, mediante HPLC y UPLC respectivamente,
fueron ChemStation B.03.02 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
(HPLC) y Acquity UPLC Console version 1.51.3347 conjuntamente con
Empower® 3 Build 3471 (UPLC) (Waters).

3.4. Preparacion y andlisis del extracto

3.4.1. Proceso de extraccion

El extracto se prepard a partir de las hojas de P. decumanum de
acuerdo con la patente US 6228366 propiedad de Helsint (Yesares-Ferrer et
al., 2001). Para ello se partié de las hojas esporuladas recién cosechadas y
picadas que se prensaron y secaron con con aire a una temperatura entre
40 y 50°C. Posteriormente, fueron molidas obteniéndose una mezcla de
pequefias particulas y polvo fino. Se pesaron 100 g de la mezcla y se extrajo
tres veces con 400 mL de etanol/agua desionizada (7:3, v/v) a 40°C durante
12 h. El extracto hidroetandlico resultante se concentrd a presion reducida

hasta la completa eliminacion del alcohol.

La fina suspension obtenida se tratd tres veces con un volumen igual de
disolvente no polar, éter de petrdleo o mezclas de éter de petrdleo /
diclorometano, para eliminar los lipidos residuales. La fraccion una vez
deslipidada se purificd haciéndola pasar a través de una columna de resina
de intercambio idnico, seguida de una filtracion con carbdn activado y meta-
bisulfito de sodio. La fraccién purificada obtenida se concentrd a presion
reducida hasta obtener una composicion constante y reproducible dentro

de un rango estrecho (con un contenido final de agua del 20% y 5-10% de
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extracto, 5-10 g). Este extracto se liofilizd a -110°C y 200 hPa, y se almacend

en viales ambar en oscuridad a 4°C hasta su andlisis.
3.4.2. Preparacion de la muestra

Una alicuota de 0.3 g de muestra de extracto previamente liofilizado se
disolvid completamente en 10 mL de la fase movil inicial utilizada en el
anadlisis de HPLC. En todos los analisis se utilizd como disolvente la fase
movil de partida ya que una composicion de la muestra semejante mejora
en muchos casos la sensibilidad de la sefial y forma de los picos.
Seguidamente, la disolucion se centrifugd a 16.300 x g durante 10 min y el
sobrenadante se filtré a través de un filtro de jeringa de nylon de 0.22 um
en viales de vidrio ambar de 2 mL. Las muestras ya listas para el analisis se

inyectaron directamente en el sistema HPLC-DAD.
3.4.3. Andlisis mediante HPLC-UV Vis (DAD)

La separacion de los compuestos fitoquimicos del extracto de P.
decumanum se llevd a cabo en una columna Atlantis C18 T3 (4.6 x 150 mm;
tamafo de particula 5 um). El analisis se realizd a una temperatura de 30°C
con un programa de elucion en gradiente. Los disolventes de la fase movil
utilizados fueron agua (A) y metanol (B), ambos acidificados con 0.1 % de
acido formico. El gradiente final empleado fue el siguiente: 0.0 — 5.0 min,
5% B; 5.0 — 45.0 min, 100% B; 45.0 — 48.0 min, 100% B v, finalmente, de
vuelta al 5% en 0.1 min (tiempo total de ejecucion = 48.1 min). El tiempo de
equilibrado de la columna fue de 4.9 min. La velocidad de flujo fue de 0.7
mL min y el volumen de inyeccién 20 ul. La deteccién UV-vis se realizd
simultaneamente a las longitudes de onda de 257.8 nm, 310.8 nm, 350.8

nm, 230.16 nmy 280.16 nm.
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3.4.4. Andlisis mediante UHPLC-PDA

Partiendo de las condiciones éptimas anteriormente optimizadas para
el analisis del extracto mediante HPLC-DAD, se desarrolld6 un método
UHPLC-PDA. La separacion cromatografica de los compuestos se realizd
usando una columna AQCUITY UPLC HSS T3 (2.1 x 100 mm; tamafio de
particula 1.8 um). En las condiciones cromatograficas adaptadas a UPLC que
se detallan a continuacién. Se mantuvieron las mismas fases moviles, 0.1 %
de 4cido férmico en agua (fase A) y 0.1 % de acido férmico en metanol (fase
B). Se uso el siguiente gradiente: 0.0-0.41 min, 5% B; 0.41-12.17 min, 100 %
B, 12.17-12.60 min, 100% B, y vuelta al 5% en 0.02 min hasta el min 17. La

velocidad de flujo se fijé en 0.3 mL min™ y el volumen de inyeccién en 10 pL.
3.5. Evaluacion de la estabilidad

Se evalué el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento del
extracto etandlico de P. decumanum durante 1 afioa-20+1.0°C,4+1.0°Cy
25 + 2.0°C. Se prepararon disoluciones de 10 mlL de extracto a una
concentracién de 300 mg mL " en la fase movil inicial tal y como se indica en
apartado 3.4.2. La disolucion final se transfirio a viales de ambar de 1.5 mL
gue se cubrieron con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz.
Finalmente, fue almacenado durante 12 meses a las temperaturas
anteriormente comentadas. El perfil quimico del extracto se estudid
mediante HPLC-DAD con el método analitico previamente desarrollado y
descrito en este capitulo. Las muestras de extracto se analizaron
periodicamente una vez a la semana durante el transcurso del primer mes, y

después una vez cada 30 dias hasta llegar al afio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Método cromatogrdfico. Optimizacién de pardmetros cromatogrdficos

Como se ha comentado con anterioridad, el primer objetivo de la tesis
fue obtener un perfil quimico caracteristico y reproducible (huella dactilar)
del extracto de P. decumanum mediante HPLC-DAD. Para optimizar la
separaciéon cromatografica se estudié la influencia de la composicién de la
fase movil, el gradiente de elucion, las caracteristicas de la columna analitica

y finalmente la velocidad de flujo.

4.1.1. Composicion de la fase maovil

Con objeto de mejorar la resolucion y la simetria de los picos
cromatograficos, se ensayaron diferentes composiciones de fase moavil y
gradientes. El estudio de la fase movil es crucial, debido a que puede afectar
de manera notable a la separacion cromatografica. El extracto de P.
decumanum es extremadamente soluble en agua y, dada la naturaleza polar
de los compuestos que lo componen, se opté por la modalidad de

cromatografia en fase inversa.

Inicialmente se selecciond una columna cromatografica de relleno
apolar C18 (LichroCARTLiChrospher, 250 x 4.0 mm, 5 pum) y se establecieron

las siguientes condiciones de partida:

Tabla 1.1. Gradiente inicial (gradiente 01).

Tiempo (min) A% B% Flujo (mL min™®)
0 95 5 0.35
15 0 100 0.35

25 95 5 0.35
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Los disolventes polares mas utilizados en fase inversa son el agua, el
metanol y el acetonitrilo. El agua desionizada se eligié como eluyente de
cromatografia del canal A (fase A) mientras que el metanol y el acetonitrilo,
asi como diversas mezclas de estos disolventes se evaluaron como fases
moviles organicas (fase B). El acetonitrilo dio resultados poco satisfactorios
debido a su tendencia a reducir el tiempo de andlisis y producir la
superposicion de los picos cromatograficos, por lo que se descartd. Se optd
por el metanol como fase B debido a la mejora en la sensibilidad, la forma

de los picos y la capacidad de resolucion.

Por otro lado, se evalud la influencia del pH sobre el perfil
cromatografico mediante la acidificacion o alcalinizacién de la fase movil. La
estabilidad de una columna analitica depende en gran medida del pH. Las
columnas de fase inversa toleran valores de pH comprendidos entre 2.5y 8.
Valores por encima o por debajo de este rango, pueden deteriorar
drasticamente la fase estacionaria y disminuir su tiempo de vida. La
modificacion del pH tiene mucha importancia ya que la concentraciéon de
iones H" afecta a la carga de los grupos silanoles enlazados en la fase
estacionaria y contribuye en la ionizacion de los compuestos de la muestra,

pudiendo en muchos casos modificar la separacion cromatografica.

Como aditivos de la fase movil se ensayaron acido formico y acido
acético (de 0% a 0.2%, v/v), amoniaco (de 0% a 0.050%, p/v), y diferentes
mezclas de ellos. Los cromatogramas mostraron una mejora en los
parametros cromatograficos cuando se emplearon las fases moviles a pH
acido. La respuesta y forma de pico éptimas se obtuvieron utilizando acido
formico al 0.1 % (v/v). Por tanto, la composicion dptima de la fase movil fue
agua (fase A) y metanol (fase B) ambos acidificados con un 0.1% (v/v) de

acido formico.
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4.1.2. Optimizacion del gradiente y del flujo

Una vez seleccionada la fase movil y su composicién éptima, se
procedid a la optimizacion con conjunta del gradiente y del flujo, con el fin
de encontrar un compromiso entre el consumo de eluyente, la sensibilidad

y la resolucion.

El analisis cromatografico puede llevarse a cabo en dos modalidades
distintas: manteniendo constante la composicion de la fase mévil (modo
isocrdtico) y variando de forma proporcional la composicidon de la fase movil
(modo gradiente). El método isocratico no fue adecuado para resolver todos
los picos debido a la complejidad del extracto y el gran numero de
compuestos analizados. En consecuencia, se procedié a llevar a cabo una
elucién en gradiente. Partiendo de las condiciones iniciales descritas en la
Tabla 1.1, se ensayaron numerosos gradientes con objeto de evaluar cudl
producia una mejor resolucién cromatografica. El resto de los pardmetros
cromatograficos, como el volumen de inyeccion y composicion de las fases
moviles, se mantuvieron constantes. A continuacion, se muestran algunos

de los resultados obtenidos junto con los cromatogramas correspondientes.

Figura 1.4. Perfil cromatogrdfico obtenido con el gradiente inicial (gradiente 01).
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Tabla 1.2. Gradientes ensayados.

Tiempo (min) A% B% Flujo (mL min'l)

Gradiente 02 0 100 0 0.35
5 95 5 0.35

15 0 100 0.35

25 100 0 0.35

Gradiente 03 0 95 5 0.35
15 0 100 0.35

30 95 5 0.35

Gradiente 04 0 95 5 0.35
15 0 100 0.35

25 0 100 0.35

25.1 95 5 0.35

Gradiente 05 0 95 5 0.70
15 0 100 0.70

25 0 100 0.70

25.1 95 5 0.70

Gradiente 06 0 95 5 0.70
35 0 100 0.70

38 0 100 0.70

38.1 95 5 0.70

Gradiente 07 0 95 5 0.70
45 0 100 0.70

48 0 100 0.70

48.1 95 5 0.70

Gradiente 08 0.0 95 5 0.70
5.0 95 5 0.70

35.0 0 100 0.70

38.0 0 100 0.70

38.1 95 5 0.70

43.0 95 5 0.70

Gradiente 09 0.0 95 5 0.70
5.0 95 5 0.70

45.0 0 100 0.70

48.0 0 100 0.70

48.1 95 5 0.70

50.0 95 5 0.70

Gradiente 10 0.0 95 5 0.70
5.0 95 5 0.70

55.0 0 100 0.70

58.0 0 100 0.70

58.1 95 5 0.70

60.0 95 5 0.70
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Figura 1.5. Cromatogramas de los gradientes ensayados.
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A la vista de los resultados obtenidos, se adopté como solucién de
compromiso el gradiente lineal 09 (flujo de 0.70 mL min™), resultado de la
combinacién de los gradientes 07 y 08 (Tabla 1.2): 0.0-5.0 min, 5% B; 5.0-
45.0 min, 100% B; 45.0-48.0 min, 100% B; 48.0-48.1, 5%B (vuelta a las
condiciones iniciales), manteniéndose hasta el min 50 para el equilibrado de
la columna. Aunque el gradiente 10 produjo la misma resolucién de los
picos cromatograficos, se selecciond el gradiente 09 por ser el tiempo de

analisis mas corto.
4.1.3. Seleccion de la fase estacionaria

Con el fin de optimizar la separacion cromatografica de los distintos
componentes del extracto, se estudiaron distintas fases estacionarias. Se
realizd un estudio de diferentes columnas de cromatografia de fase inversa

de distinta longitud, didametro y relleno.

El relleno mas comun utilizado en la fase inversa es silice enlazada a
cadenas alquilicas de longitud variable que muestran distintos grados de
polaridad. Para la separacion de los componentes quimicos del extracto se
han seleccionado varios tipos de columnas de buenas caracteristicas que
ofrecen un empaquetamiento uniforme y una elevada resistencia fisica y
guimica con relleno apolar. Se ensayaron una columna RP C8 vy seis

columnas RP C18:
o Columna 1: LiChrosphere C8 5 um, 4.0 x 125 mm.
o Columna 2: Gemini C18 5 um, 4.6 x 150 mm.
o Columna 3: Mediterranean Sea C18 3 um, 4.6 x 100 mm.

o Columna 4: LichroCART LiChrospher 100 C18, 5 um 4.0 x 250 mm.
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o Columna 5: Atlantis C18 T3 5 um, 4.6 x 150 mm.
o Columna 6: X-Bridge C18 5 um, 4.6 x 150 mm.

o Columna 7: SunFire C18 5 um, 4.6 x 150 mm.

Figura 1.6. Columnas ensayadas en la optimizacion de la fase estacionaria.

De las columnas estudiadas, las columnas C18 proporcionaron mejores
perfiles de pico. De las C18 ensayadas, las columnas Gemini, Atlantis y
Sunfire fueron las que presentaron una mejor relacidon entre separacion,
tiempo de analisis y resolucion de los analitos presentes. Finalmente, se
selecciond la columna Atlantis T3 C18 debido a su estabilidad y robustez y la
mejor resolucién y picos mas estrechos obtenidos. La Figura 1.7 muestra el
perfil cromatografico obtenido a 310 nm de cada una de las columnas

ensayadas.
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Figura 1.7. Perfiles cromatogrdficos de las diferentes columnas obtenidos mediante
HPLC-DAD a una longitud de onda de 310 nm: (a) LiChrosphere C8 (125 x 4.0 mm, 5
um); (b) Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 5 um); (c) Mediterranean Sea C18 (100 x 4.6
mm, 3 um); (d) LichroCARTLiChrospher C18 (250 x 4.0 mm, 5 um); (e) Atlantis C18
T3 (150 x 4.6 mm, 5 um); (f) X-Bridge C18 (150 x 4.6 mm, 5 um); (g) SunFire C18
(150 x 4.6 mm, 5 um).
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4.1.4. Optimizacion de la longitud de onda

Al coexistir compuestos organicos de diferente naturaleza y con
diferentes grupos funcionales, se registraron cromatogramas a diferentes
longitudes de onda: 257 nm, 310 nm, 350 nm, 230 nm y 280 nm. En la
Figura 1.8 se puede observar que los compuestos de mayor polaridad
presentan absorbancia mayor a 257 nm. Los de polaridad media a 310 nmy

los de mayor polaridad a 350 nm.

De todas las longitudes de onda estudiadas, como compromiso de
todos los analitos, finalmente se selecciond 310 nm para la caracterizacion

de la huella dactilar de P. decumanum (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Ensayos a diferentes longitudes de onda.
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4.1.5. Influencia de la temperatura

La temperatura de la columna es un pardmetro que puede influir en la
resolucidn cromatografica por lo que debe ser controlada para obtener
resultados reproducibles. A mayor temperatura, menor factor de capacidad
K’, viscosidad de la fase movil y presién del sistema, afectandose el tiempo
de retencién. Sin embargo, una temperatura elevada puede provocar la
hidrélisis de los compuestos e incluso de la propia fase estacionaria, con la
consecuente pérdida de informacion, resolucién y eficacia en la separacion.
A pesar de que la resolucién a temperatura ambiente fue aceptable, es
necesario realizar el analisis controlando la temperatura. En el caso de
estudio se mantuvo la temperatura de la columna a 30, 40 y 50°C. En la

figura se muestran los perfiles obtenidos.

Figura 1.9. Cromatogramas del perfil del extracto a diferentes
temperaturas obtenidos con el gradiente y fase estacionaria dptimos.
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Las tres temperaturas proporcionaron perfiles cromatograficos muy
similares. No observandose cambios resaltables en los tiempos de retencion
a medida que se aumentd la temperatura. Se fijo una temperatura de 30°C,

proxima a la temperatura ambiente del laboratorio.

4.1.6. Optimizacién del volumen de inyeccion

El volumen de inyeccion es un factor a estudiar en la optimizacién de
un método de cromatografia de liquidos. El volumen de muestra inyectado
afecta principalmente calidad del pico cromatografico, pues a medida que
se aumenta el volumen puede sufrir ensanchamiento. En el método
propuesto, se realizaron varios ensayos a diferentes voliUmenes de inyeccion
(5 L, 20 pL, 50 pL y 100 pL del extracto) aplicando las condiciones dptimas
de flujo y gradiente obtenidas en los apartados anteriores. En la figura se

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 1.10. Ensayos a diferentes volumenes de inyeccion. Se
mantuvieron las condiciones dptimas de separacion (A=310 nm).

A medida que aumenta el volumen de inyeccién puede observarse un
ligero incremento en el ensanchamiento de banda (poco apreciable). A
volimenes inferiores, aunque se obtiene una separacién similar, la
sensibilidad es inferior (Figura 1.10). Se seleccionaron 20 pL como volumen
de inyeccidn ya que proporciond un aumento notable de la sensibilidad sin

pérdida de resolucion.
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4.2. Perfil cromatogrdfico (huella dactilar) de Phlebodium decumanum.

Resumen de condiciones dptimas

Considerando todas las variables optimizadas se establecié como huella
dactilar y perfil representativo y reproducible del extracto de P. decumanum

el siguiente perfil cromatografico:

Figura 1.11. Huella dactilar del extracto de Phlebodium decumanum en
LC-PDA (A=310 nm).

Las condiciones del método optimizado vy el gradiente lineal empleado
son los que se describen en el apartado 3.4.3 de la seccién de Materiales y

métodos.

4.3. Adaptacion del método para UHPLC

Partiendo de las condiciones 6ptimas anteriormente mostradas, se
adapté el método a UHPLC-PDA. El método desarrollado es una conversion
del método HPLC-UV-vis (DAD) optimizado en el apartado 4.1 a UHPLC,
mediante la herramienta de conversion que la casa comercial Waters

cromatografia puso a nuestra disposicion.
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Las condiciones operatorias del método cromatografico adaptadas a
UHPLC se recogen en las siguientes tablas. El cromatograma y perfil del

extracto obtenido se muestra en el apartado 4.4.

Tabla 1.3. Condiciones del método UHPLC-PDA.

Variable Valor

Volumen de inyeccion 10 uL

Columna AQCUITY UPLCHSS T3; 1.8 um; 2.1 x 100 mm
Concentracién 30 mg mL" de H,0:MeOH (95:5, v/v)

Fase movil A H,0 0.1% acido férmico (v/v)

Fase movil B MeOH 0.1% &cido férmico (v/v)

Tabla 1.4. Gradiente optimizado para UHPLC.

Tiempo A% B% Flujo
(min)

0.00 95.0 5.0 0.3
0.41 95.0 5.0 0.3
12.17 0.0 100.0 0.3
12.60 0.0 100.0 0.3
12.62 95.0 5.0 0.3
17.00 95.0 5.0 0.3

4.4. Perfil cromatogrdfico (huella dactilar) de Phlebodium decumanum

mediante UHPLC-PDA (DAD)

La cromatografia de liquidos de ultra alta resolucidon presenta la ventaja
de proporcionar cromatogramas con mayor resolucion, picos de mayor
calidad (estrechos y altos) y tiempos de retencion entre 3 y 10 veces
menores de los obtenidos en cromatografia de liquidos convencional. La

Figura 1.12 muestra el perfil cromatografico del extracto de P. decumanum
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obtenido en esta técnica cromatografica con las condiciones dptimas de las

Tablas 1.3y 1.4.

Figura 1.12. Cromatograma (Huella dactilar) del extracto de Phlebodium
decumanum obtenido por UHPLC-PDA (A=310 nm).

Como se observa en el cromatograma, el tiempo de andlisis con esta
técnica se reduce desde los 50 minutos de la cromatografia de liquidos de
alta resolucion a los 17 minutos, y a un flujo notablemente inferior. El
extracto se prepard en una mezcla de H,O y metanol (95:5, v/v), condicidn
inicial del gradiente del método, tal y como se describe en el apartado 3.4.2.
de la seccion de Materiales y Métodos. Al igual que en el analisis mediante

HPLC-DAD, se selecciond como longitud de onda 310 nm.

4.5. Estudio de la estabilidad del extracto en funcion de las condiciones de

almacenamiento.

Se estudio el perfil del extracto de P. decumanum disuelto en una
mezcla de agua y metanol a lo largo de un afio, mantenido bajo distintas
condiciones de temperatura (-20, 4 y 25 + 2.0°C). Los resultados mostraron
que la temperatura tiene un efecto directo en la conservacion del extracto
vegetal (Figura 1.13). El perfil se vio considerablemente modificado a

temperatura ambiente mientras que a 4°C desaparecid algin pico.
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Unicamente bajo las condiciones mds drdsticas de congelacion, -20°C, se
conservo el perfil cromatografico sin cambios y la composicién quimica del
extracto intacta. A temperatura ambiente el extracto mostrd estabilidad
aproximadamente hasta los tres meses y a los seis meses se observo la
formacion de sedimentos y la aparicion de colonias de hongos. En la Figura

1.13 se muestra la comparacion de los perfiles obtenidos.

Figura 1.13. Perfiles quimicos del extracto de Phlebodium decumanum
después de un afio conservado a las temperaturas indicadas obtenidos
mediante HPLC-DAD (A=310 nm). Las flechas sefialan las zonas del
cromatograma en los que han desaparecido picos cromatogrdficos.
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El efecto de la temperatura puede estar relacionado con el caracter
termoldbil de los componentes fendlicos. Bayer y colaboradores (1987)
explicaron que los metabolitos secundarios, especialmente los fenoles, se
descomponen total o parcialmente a temperatura ambiente, debido a la
ruptura de los anillos de benceno, los cuales son la base estructural de
muchos de ellos. Por otro lado Rosas (2004) indicé que las bajas
temperaturas favorecen la conservacion e las caracteristicas quimicas de los
extractos vegetales, explicando por qué los extractos almacenados a bajas

temperaturas no pierden su efectividad.

Los resultados de este estudio indican que existe una relacion directa
entre el tiempo y la temperatura, y consecuentemente, en la efectividad del
extracto. Por tanto, de los resultado se concluye que disoluciones
preparadas del extracto deben mantenerse -20°C si van ser conservadas
durante largos periodos de tiempo, o bien deben ser preparadas frescas a
partir del extracto hidro-etandlico inmediatamente antes de su analisis v,

especialmente, para los futuros experimentos de ensayos celulares.
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5.  CONCLUSIONES

Como resultado del estudio realizado en este capitulo | de la Tesis

Doctoral se han obtenido las conclusiones que se resumen a continuacion:

. Se ha desarrollado y optimizado un método cromatografico
reproducible para el analisis del extracto de P. decumanum mediante
HPLC-UV-Vis (DAD) y UHPLC-PDA (DAD). Todos los parametros que
influyen en la separacion cromatografica, incluyendo la composicion de
la fase movil, el gradiente de elucién, la temperatura de la columna, la
fase estacionaria y el flujo de fase movil, fueron estudiados y

optimizados.

4

II. Se ha establecido un perfil cromatogrdfico “huella dactilar
representativo y caracteristico de los diferentes compuestos quimicos
presentes en el extracto. Esta huella dactilar puede ser utilizada como
herramienta de identificacion y evaluacién de calidad de los extractos

producidos de forma sistematica para su comercializacién.

[ll. El tiempo de conservacion del el extracto de P.m decumanum depende
de las condiciones de temperatura. Disoluciones preparadas del
extracto son estables durante largos periodos de tiempo conservadas
congeladas (a -20°C). A temperaturas superiores el perfil quimico del
extracto se ve considerablemente comprometido (temperatura
ambiente) o ligeramente afectado (4°C) indicando que algunos de sus

metabolitos son termolabiles.
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|dentificacion de fitocompuestos presentes en el

extracto de Phlebodium decumanum

1. INTRODUCCION

Desde principios de la historia humana, los productos naturales
procedentes de plantas han sido investigados y utilizados como fuente de
principios activos para el tratamiento de numerosas enfermedades por sus
propiedades beneficiosas. Muchas las plantas conocidas (aproximadamente
el 20%) se han utilizado en estudios farmacéuticos demostrandose que
tienen un efecto positivo sobre la salud (Naczk et al., 2006). Como fuente
productiva, proporcionan un gran numero de moléculas que pueden
seleccionarse para encontrar posibles compuestos en el descubrimiento de
nuevos farmacos. Entre los metabolitos sintetizados por las plantas se
incluyen compuestos fendlicos, taninos, lignanos, carotenoides, acidos
orgdnicos, antocianinas, tocoferoles, flavonoides, entre otros, que han
demostrado tener una gran variedad de propiedades (vasodilatadoras,
antitrombaticas, antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas,
cardiotdnicas, antiinflamatorias, etc.) (Naczk et al.,, 2006). Aunque un
extracto vegetal contiene cientos de componentes quimicos, tan solo unos

pocos son bioactivos. Por tanto, la caracterizacidn quimica y la identificacion
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de todos los componentes activos es un paso esencial en el estudio

farmacologico (Wu et al.,, 2013; Altemimi et al., 2017).

La identificacion de los componentes y moléculas activas de P.
decumanum es de gran interés ya que, histdoricamente, el extracto ha
mostrado una efectos bioldgicos beneficiosos, relacionados especialmente
con desérdenes inmunoldgicos y con el cancer. Trabajos previos realizados
en extractos acuosos de Polypodium leucotomos (P. leucotomos) han
caracterizado compuestos fendlicos mediante HPLC con distintos sistemas
de deteccién como DAD, electroquimica o MS/MS (Garcia et al., 2006); y
calaguanina, una saponina antitumoral (Horvath et al., 1967). Se han aislado
cinco flavonoides de dos especies de Polypodium y se han elucidado sus
estructuras utilizando diferentes técnicas de resonancia magnética nuclear
(RMN) (Vasadnge et al., 1997a; Liu et al., 1998). Sin embargo, los fitoquimicos
presentes en P. decumanum han sido poco investigados, por lo que es

escasa la informacién disponible sobre su composicion quimica.

La separacion, identificacién y cuantificacion de los componentes en
extractos vegetales siempre ha sido una tarea dificil. Sin embargo, hoy en
dia hay una gran variedad de técnicas de separacion, fases estacionarias
especificas y detectores disponibles, que ayudan a lograr la selectividad,
sensibilidad y velocidad deseadas para cualquier problema de separacion. La
técnica mas destacada en este drea de investigacion es la combinacion de la
cromatografia de liquidos y la espectrometria de masas (Ganzera et al,,
2018). Esta combinacion permite una identificacién rdpida y precisa de
compuestos quimicos en hierbas medicinales, especialmente cuando un
estandar puro no estd disponible (De Villers et al., 2016; Altemimi et al,,
2017). La espectrometria de masas proporciona ademas informacion

estructural de los compuestos para la determinacion de su identidad.
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2. OBIETIVO

El objetivo principal del trabajo desarrollado en este capitulo es
determinar la composicién quimica de un extracto hidro-alcohdlico obtenido
de las frondes del helecho P. decumanum, La caracterizacién quimica se
llevard a cabo mediante HPLC con deteccion por espectrometria de masas de
alta resolucién con analizador de tiempo de vuelo (TOF) con ionizacién por
electrospray (ESI). Se empleard el método cromatografico desarrollado en el
capitulo anterior para el establecimiento de la “huella dactilar” del helecho.
El andlisis de los datos obtenidos permitira la identificacion de los diferentes
componentes fendlicos presentes en el extracto. El conocimiento de los
metabolitos de esta especie posibilitara el conocimiento de las especies

guimicas concretas responsables de su actividad biolégica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos y disolventes

Todos los reactivos utilizados en el presente capitulo fueron de grado
analitico. El agua desionizada (18.2M Q cm) se purificé utilizando un sistema
Milli-Q® Advantage A10 obtenido de Millipore (Bedford, MA, USA). El
metanol (de grado HPLC) usado para la preparacion de los estandares y para
la preparacion de las fases moviles fue obtenido de Scharlab (Barcelona,
Espafia). El acido férmico > 98 % para el ajuste del pH fue proporcionado

por MERCK (Darmstadt, Alemania).

Los estandares de metabolitos comercialmente disponibles se
obtuvieron de diferentes fuentes: los acidos lactobidnico, 3-hidroxibenzoico,
4-hidroxibenzoico, (-piroglutdmico, trans-ferulico, D-ribénico-1,4-lactona, D-
(-)-quinico y la D-(-)-fructosa fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical
Company (Madrid, Espafia); los acidos clorogénico, glutarico, mucico y D-
(+)-malico fueron de Alfa-Aesar (Karlsruhe, Alemania); y el acido citrico

anhidro de Panreac (Barcelona, Espafia).

El extracto de P. decumanum fue suministrado por Helsint S.A.L.
(Granada, Espafia). El extracto utilizado procede de monocultivos cultivados
en el lago Yojoa (norte de Honduras). El cultivo, cosecha y secado de las
frondes, asi como la extraccion y purificacion de los diferentes extractos,

son llevados a cabo por la compaifiia.

3.2. Material de laboratorio

Los materiales de laboratorio necesarios para el desarrollo de la parte
experimental de este trabajo fueron los mismos que se emplearon para el

establecimiento del perfil cromatografico caracteristico del helecho,
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descrito en el capitulo | de la Tesis doctoral. El material de vidrio utilizado
fue lavado siempre previamente a su uso con detergente, y posteriormente,
enjuagado con abundante agua desionizada y metanol. Aquel material de
vidrio en contacto con algun tipo de residuo organico, como mismo extracto

de P. decumanum, se lavd ademds con mezcla cromica.
3.3. Instrumentacion y software

Para el estudio de la composicién quimica del extracto se utilizd un
sistema de cromatografia HPLC Alliance 2795 acoplado a una fuente de
ionizacion electrospray (ESI) y un espectrometro de masas con un
analizador QTOF SYNAPT G2 HDMS y un analizador TOF LCT Premier XE de
Waters (Manchester, UK) (Figura 2.1). Como fase estacionaria se utilizd una

columna Atlantis C18 T3 (4.6 x 150 mm, 5 um de tamafio de particula).

Figura 2.1. Cromatdgrafo de liquidos Alliance 2795 acoplado a
un espectometro de masas con analizador QTOF utilizado para
la identificacion de los componentes de P. decumanum.

ChemStation B.03.02 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), vy

MassLynx™ 4.1 (Waters, Manchester, UK) fueron los softwares empleados
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para el control del equipo y para la adquisicion y analisis de los datos. La
herramienta de busqueda elemental composition de MassLynx proporcioné

una lista de posibles férmulas de los componentes quimicos extraidos.
3.4. Preparacion y andlisis del extracto.
3.4.1. Proceso de extraccion y preparacion de la muestra de extracto

El extracto se prepard a partir de las frondes de P. decumanum de
acuerdo con la patente US 6228366 de Helsint (Yesares-Ferrer et al., 2001).
El procedimiento de extraccion seguido se describe con detalle en el

apartado 3.4.1 de la seccion de Materiales y Métodos del capitulo I.

Una vez liofilizado el extracto, se prepard una disolucion de 30 mg mL™
de concentracion con la fase movil inicial utilizada en el andlisis, que fue
inyectada en el sistema HPLC-ESI-MS (QTOF). En el apartado 3.4.2 de la
seccion de Materiales y Métodos del capitulo anterior se indica el proceso

completo seguido para la preparacion de la muestra.
3.4.2. Andlisis mediante HPLC-ESI-TOF-MS

La separacion de los distintos componentes de P. decumanum
mediante LC-QTOF MS/MS se llevé a cabo con el método cromatografico
desarrollado y optimizado en el capitulo | de esta tesis. Se utilizé la columna
Atlantis C18 T3 como fase estacionaria y, como disolventes de la fase movil
se emplearon agua (A) y metanol (B), ambos acidificados con un 0.1% (v/v)
de acido férmico. El andlisis se realizé a 30°C, el flujo fue de 0.7 mL min™ y el
volumen de inyeccion de muestra de 10 ulL. El gradiente fijado fue el que
sigue: 0.0 = 5.0 min, 5% B; 5.0 — 45.0 min, 100% B; 45.0 — 48.0 min, 100% B;
48.0 —48.1 min, 5% B durante 4.9 min (tiempo total 50.0 min).
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El espectrometro de masas (MS) operé en ESI en modo positivo vy
negativo, con un rango de masas entre 50 a 2000 Da, para obtener ambas
huellas dactilares. Los valores MS/MS dptimos fueron los siguientes: voltaje
del capilar, 2.0 kV; voltaje del cono de muestra, 10 V; voltaje del cono de
extraccién, 7 V; flujo de gas del cono y de desolvatacién, 40 Lh™y 600 L h™.
Las temperaturas de la fuente y de desolvatacion fueron 100°C y 400°C,
respectivamente. El espectro de masas fue obtenido usando helio como gas

de colisién, con una energia de colision entre 10 y 30 eV.
3.5. Procesamiento de los datos y asignacion de los metabolitos

Los datos brutos se procesaron con el software MassLynx 4.1, que
proporciond una lista de posibles formulas elementales. Los compuestos
fueron caracterizados tentativamente por medio de los datos de MS y doble
comparacién con su perfil de fragmentacién MS/MS. Primero, se
compararon con los compuestos estandar analizados bajo las mismas
condiciones experimentales y, luego, se correlacionaron con sus fragmentos
hipotéticos ulilizando el software Mass Fragment de MassLynx. La exactitud
aceptada para la confirmacion de composiciones elementales se ha
establecido a 5 ppb para la mayoria de los compuestos, como se
recomienda en la literatura cientifica (Abu-Reidah et al., 2013a). No todos
los estandares comerciales estuvieron disponibles para los compuestos
detectados en este trabajo. En estos casos, su identificacion fue contrastada

con Mass Fragment y la literatura indicada en la Tabla 2.1.

Durante el proceso de asignacion, algunas bases de datos, como

ChemSpider (http://www.chemspider.com), METLIN (https://metlin.scripps.edu),

MassBank (http://www.massbank.jp) v HMBD (http://www.hmdb.ca), fueron

también consultadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion de los compuestos

La Tabla 2.1 muestra una lista de todos los compuestos del extracto de
P. decumanum que han sido caracterizados mediante HPLC-ESI/MS (QTOF)
en modo de ionizacion positivo y negativo. En dicha tabla se recogen
ademas los tiempos de retencién, [M+H]* (m/z), el error (en ppm y mDa), la
primera asignacion de formula molecular, los iones de los fragmentos

MS/MS experimentales y tedricos, asi como las referencias bibliograficas

utilizadas en el proceso de caracterizacién de los compuestos.

En la Figura 2.2 se muestran los cromatogramas obtenidos en los
modos ESI| positivo y negativo. Se han caracterizado un total de 122
compuestos en el extracto de P. decumanum, entre los que se incluyen 47

acidos fendlicos, 23 flavonoides, 9 amino derivados, entre otros.
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Tabla 2.1. Compuestos quimicos detectados y caracterizados en P. decumanum mediante HPLC-Q-TOF en modos de ionizacion por electrospray
negativa y positiva. Los numeros de pico fueron asignados de acuerdo con el orden de elucion.

Masa exacta calculada

MS/MS (m/z) de ion(es)

N2  Nombre del compuesto  Tipo de compuesto R (m/z) Error Forlmul? fragmento Referencias
(min [M-H] [M+H]" mDa ppm molecutar Experimental Referencia
1. Valina Aminoacido 246 116.0712 118.0868 -0.8 -6.8 CsHy3NO, - 72.081 Ledesma-Escobar, Priego-Capote,
55.0545 and Luque de Castro (2015)
57.0578
2. Acido lactobidnico Acido orgénico 249 357.1033 359.1190 1.4 39 CyoH»,04, 358.1064 358.1063 Patron
129.0200 129.0171
3. Acido ribdnico Acido organico 2.50 165.0399 167.0556 0.6 3.6 CsHip0  147.0264 339.0735 Patrdn (ion tentativo)
146.9780
4. Acido citrico | Acido orgénico 2,52  191.0192 193.0348 0.8 4.2 CeHs05 192.0286 192.0188 Patron (ion tentativo). PR100481
111.0108 111.0089 Abu-Reidah et al., (2015b)
87.0091 87.0124
5. Acido mucico (galactarico) Acido organico 2.53 209.0297 211.0454 13 6.2 CeH1p0g  191.0213 191.0206 Patrén. HMDB0000639
0 acido glucarico | 85.0318 85.0273 HMDBO0000663 MID3343 MID4227
6.  -Prolina betaina Aminoacido 2.87 142.0868 144.1025 -0.4 -2.8  C;H;3NO, - 102.0551 Ledesma-Escobar, Priego-Capote,
84.0819 and Luque de Castro (2015)
58.0664 (dudoso)
7. Acido quinico | Acido orgénico 2.87 191.0556 193.0712 0.9 4.7 CsH,06  173.0505 173.0485 Patron. Abu-Reidah et al., (2015a)
127.0398, 127.0356
109.0239 109.0060
85.0310 85.0330
173.0442
109.0302
8.  Acido quinico Il Acido organico 2.97 191.0556 193.0712 0.7 3.7 C,H,06  173.0365 173.0485 Patrén. Abu-Reidah et al., (2015a)
127.0418 127.0356
109.0113 109.0060
85.0222 85.0330
173.0442

109.0302
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9. No identificado | Derivado amino 3.29  327.0959 1.8 55 CioH1gN405 271.0516 - -
05 1.5  Cy3HioNgOs
10. Hexdsido de acido malico Glucésido de acido  3.62  295.0665 297.0822 -1.1 -3.7  CyoH46040 133.0150 133.0140 Abu-Reidah et al., (2015a)
organico 115.0040 115.0030
11.  Acido malico Acido organico 3.62 133.0137 135.0293 13 438 C4HgOs 267.0363 267.0352 Patrén. Abu-Reidah et al., (2015b)
115.0043 115.0014
115.0036
12.  Noidentificado Il - 432 665.2141 0.1 0.2 Cy4H410,,  606.0779 - -
13.  Acido glutimico hexosa AzUcar amino 5.52 290.0876 292.1032 0.4 14 Cy1H17NOg 200.0569 200.0560 Abu-Reidah et al., (2015b)
170.0472 170.0447
128.0356 128.0346
14. Acido piroglutdmico | Aminoacido 552 128.0351 130.0504 0.3 23 CsH,NO; - - HMDB0000267 MID3251
15.  Acido citrico Il Acido organico 6.05 191.0192 193.0348 0.8 4.2 CeHgO5 192.0208 192.0188 Patréon. PR100481 Abu-Reidah et
111.0096 111.0089 al., (2015b)
87.0016 87.0124
16. Noidentificado Ill - 6.05 335.0502 - - - - - - -
17. Acido piroglutdmico Il Aminoacido 6.69 128.0351 130.0504 0.5 39 CsH,NO; - - HMDB0000267 MID3251
18. Acido N-acetyl-glutdmico Aminoacido 6.69 188.0559 190.0715 0.6 3.2 C,H{1NOs 170.0455 170.0446 KO000053 MID3325
144.0656 144.0654
128.0351 128.0345
102.0546 102.0555
19. No identificado IV - 9.02 422.1301 446.1291 -06 -14 C31H1g0, 200.0573 - -
156.0676
20. Acido p-Coumaroilquinico Acido 10.87 337.0923 339.1080 -1.5 -4.4  CygHi50g 191.0633 191.0553 Clifford et al., (2003), Abu-Reidah
la hidroxicinamico 167.0419 163.0380 et al., (2013d), Oszmianski, et al.,
(2015)
21. Acido gaélico Acido 11.64 169.0137 171.0293 03 1.8 C;HgOs 125.0250 125.0250 Restivo et al., (2014) (ion
hidroxibenzoico tentativo)
22. Galoil-hexosa Glucésido de acido  11.64 331.0665 333.0822 0.1 0.6 Ci3H1601p 169.0114 169.0142 Rodriguez-Pérez et al., (2013),
(6-glucogallin) hidroxibenzoico 151.0060 151.0049 Abu-Reidah et al., (2015a)
125.0185 125.0234
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23.  Acido citrico Il Acido organico 12.04 191.0192 193.0348 0.6 3.1 CgHg04 192.0462 192.0188 Patrén (ion tentativo) PR100481
111.0445 111.0089 Abu-Reidah et al., (2015b)
87.0124
24. Acido mucico (galactarico) Acido orgénico 12.06 209.0297 211.0454 0.2 1.0 CeH100g  191.0210 191.0206 Patrdn (ion tentativo)
0 acido glucarico (sacérico) 85.0342 85.0273
Il 209
25.  Acido cafeoilglucérico | Acido 12.06 371.0614 373.0771 -1.1 -3.0  CysHq6041 743.1287 209 Patron. El-Sayed, Al-Gendy,
hidroxicinamico 209.0299 Hamdan, and El-Shazly (2017)
26. Acido 3,4- Acido 12.35 153.0188 155.0344 0.7 46 C7Hg04 109.0300 109.0192 PR100601 Restivo et al., (2014)
dihidroxibenzoico hidroxibenzoico 109.0290
(protocatechuico) | a
27. Glucésido del &cido Acido 12.93 315.0706 317.0873 -1.0 -3.2 Cy3H1609  153.0198, 153.0195 Abu-Reidah et al., (2013b),
dihidroxibenzoico hidroxibenzoico 109.0280 152.0115 Rodriguez-Pérez et al., (2013)
(glucdsido del 4cido 109.0277
protocatechuico o del
acido gentisico) |
28.  Acido 3,4- Acido 12.95 153.0188 155.0344 -0.1 -0.7 C;HgO4 109.0280 109.0192 PR100601 (ion tentativo) Restivo
dihidroxibenzoico Il a hidroxibenzoico 109.0290 et al., (2014)
29. Noidentificado V - 14.00 502.1320 22.9--58-  CyHypsNO,, 464.0847 - -
02 04 Cy1Ho7NO1y
30. Acido 4-hidroxi-3,5- Acido 14.22 197.0450 198.0528 0.5 2.5 CqHqoOs 197.0450 197 Restivo et al., (2014) (ion
dimetoxibenzoico hidroxibenzoico tentativo)
(siringico)
31. Derivado hexoxido del Acido 14.22 359.0978 360.1056 0.3 0.8 CysH19049 197.0455 197.0425 Abu-Reidah et al., (2015a)
acido siringico hidroxibenzoico (tentative ion)
32.  Acido cafeico Acido 14.23 473.1295 475.1452 10 2.1 CyoHy6015  311.0786 341 El-Sayed et al., (2017)
pentosa-O-hexosido hidroxicinamico 267.0794 312
177.0569
135.0400
33.  Acido cafeoilquinico Acido 14.34 5151401 517.1557 -0.9 -1.7  CpHy0i, 353.0858 353.0859 Abu-Reidah et al., (2013c)
glucédsido | hidroxicinamico 191.0463 191.0547
34. Acido mucico (galactarico) Acido organico 14.45 209.0297 211.0454 0.5 24 CeH100g  191.0244 191.0206 Patrdn (ion tentativo)
0 4cido glucdrico (sacarico) 85.0320 85.0273
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35.  Acido cafeoilglucarico Il Acido 14.45 371.0614 373.0771 0.8 2.2 CisHi6017  743.1328 209 Patron. El-Sayed et al., (2017)
hidroxicinamico 209.0302
36. Acido citrico IV Acido organico 14.46 191.0192 193.0348 1.0 35 CeHgO5 192.0201 192.0188 Patrén (ion tentativo). PR100481
111.0089 111.0089 Abu-Reidah et al., (2015b)
87.0052 87.0124
37.  Acido vanilico a Acido 15.09 167.0344 169.0501 -04 -24 CgHgO4 152.0138 152.0199 MLO05851 BS003126 Kumar,
hidroxibenzoico 123.0350 123.0436 Singh, and Kumar (2017)
108.0196 108.0246
85.0110
38. Acido vanilico hexésido Acido 15.09 329.0873 331.1029 3.3 5.0 CiaH1309  167.0340 167.0349 Abu-Reidah et al., (2013b) (trazas)
hidroxibenzoico
39. Acido 3,4- Acido 15.17 153.0188 155.0344 0.2 1.3 C;HgO4 109.0275 109.0192 PR100601 (ion tentativo) Restivo
dihidroxibenzoico hidroxibenzoico 109.0290 etal., (2014)
(protocatechuico) lll a
40. Glucésido del acido Acido 15.17 315.0706 317.0873 -0.5 -1.6  Cy3H4c09 153.0198 153.0195 Abu-Reidah et al., (2013b),
dihidroxibenzoico hidroxibenzoico 152.0122 152.0115 Rodriguez-Pérez et al., (2013)
(glucosido del 4cido 109.0275 109.0277 (trazas)
protocatechuico o del
acido gentisico) Il
41. Acido mucico (galactarico) Acido organico 15.35 209.0297 211.0454 0.4 1.9 CeH1p0g  191.0242 191.0206 Patrén (ion tentativo)
0 4cido glucdrico (sacarico) 85.0296 85.0273
vV
42.  Acido cafeoilglucérico Il Acido 15.35 371.0614 373.0771 0.2 0.5 CisHig017  743.1298 209 Patrén. El-Sayed et al., (2017)
hidroxicinamico 209.0311
43.  Acido citrico V Acido organico 15.36 191.0192 193.0348 -0.1 -0.5  CgzHgOy 192.0197 192.0188 Patrdn (ion tentativo). PR100481
111.0113 111.0089 Abu-Reidah et al., (2015b)
87.0124
44.  Acido 3,4- Acido 15.68 153.0188 155.0344 0.0 0.0 C;HgO4 109.0281 109.0192 PR100601 (ion tentativo) Restivo
dihidroxibenzoico hidroxibenzoico 109.0290 etal., (2014)
(protocatechuico) VI a
45, Acido cafeoilquinico Acido 16.03 515.1401 517.1557 0.1 0.2 CyHyg014 353.0881 353.0859 Abu-Reidah et al., (2013c) (trazas)
glucosido Il hidroxicinamico 191.0560 191.0547
46. Dimero del acido Acido 16.11 705.1667 707.1823 0.3 0.4 C3,H340,5 513.1023 513.1016 Schilling et al., (2008), Abu-Reidah
cafeoilquinico | hidroxicinamico 339.0502 339.0528 et al., (2013c) (trazas)
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47.  Acido quinico Il Acido orgénico 16.24 191.0556 193.0712 03 1.6 CsH,06  173.0472 173.0485 Patron (ion tentativo)
127.0524 127.0356 Abu-Reidah et al., (2015a)
85.0345 109.0060
85.0330
173.0442
109.0302
48. Acido cafeoilquinico | Acido 16.24 353.0873 355.1029 0.8 2.3 CigH1809  707.1826 707.1820 Patrén. Clifford et al., (2003),
Acido clorogénico hidroxicinamico 376.0724 191.0564 Madala, Tugizimana, and
Acido 3-O-cafeoilquinico a 191.0560 179.0355 Steenkamp (2014), Ncube et al,,
b 135.0466 135.0397 (2014)
49. Acido trans-cafeico | a Acido 16.25 179.0344 181.0501 0.8 4.5  CoHgO,  135.0449 135.0000 HMDB0001964 MID3316
hidroxicinamico 97.0000 (ion tentativo)
50. Dimero del 4cido Acido 16.47 705.1667 707.1823 -0.6 -0.9 C3,H340:5 513.0980 513.1016 Schilling et al., (2008), Abu-Reidah
cafeoilquinico Il hidroxicinamico 339.0498 339.0528 etal., (2013c)
51.  Acido citrico VI Acido orgénico 16.92 191.0192 193.0348 0.6 3.1 CeHgO5 192.0229 192.0188 Patrén (ion tentativo) PR100481
111.0059 111.0089 Abu-Reidah et al., (2015b)
87.0124
52.  Acido mucico (galactarico) Acido organico 16.95 209.0297 211.0454 0.8 3.8 CeH100g  191.0250 191.0206 Patron (ion tentativo)
0 acido glucarico (sacérico) 85.0316 85.0273
V
53. Acido cafeoilglucarico IV Acido 16.95 371.0614 373.0771 10 2.7 CisH16017 743.1313 209 Patron. El-Sayed et al., (2017)
hidroxicinamico 209.0312
54. Dimero del 4cido Acido 17.14 705.1667 707.1823 -2.2 -3.1 C3yH340:5 513.1048 513.1016 Schilling et al., (2008), Abu-Reidah
cafeoilquinico Il hidroxicinamico 339.0498 339.0528 et al., (2013c¢)
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55. Alcohol bencilico-hexosa- Derivado del alcohol 17.47 401.1448 403.1604 0.7 1.7 CigH26019 269.1022 293 Moco et al., (2006), Bystrom et al.,
pentosa | bencilico 191.0582 269.1041 (2008), Mintz-Oron et al., (2008),
161.0496 233.06 Karar and Kuhnert (2015)
149.0525 191.04
131.0353 161.04
101.0243 149
89.0274 131.03
71.0321 101.02
89.02
71.01
56. Acido cumarico | a Acido 17.47 163.0395 165.0552 0.7 -1.7 CgHgO3 119.0474 119.0502 MID306 (ion tentativo)
hidroxicinamico 93.0506 93.0345
57. Acido trans-cafeico Il a Acido 17.58 179.0344 181.0501 0.5 2.8 CoHgO4 135.0465 135.0000 HMDB0001964 MID3316 (ion
hidroxicinamico 97.0000 tentative)
58. Cafeoil-hexosa | Acido 17.58 341.0873 343.1029 -1.2 -35 CysH1g0g  179.0354 179.0348 Abu-Reidah et al., (2013b, 2015b)
hidroxicinamico 135.0455 135.0445
59. Acido hidroxibenzoicoa  Acido 17.78 137.0239 139.0395 0.6 4.4 CyHgO5 93.0279 93.0365 Patron (trazas)
hidroxibenzoico
60. Dimero del acido Acido 18,18 705.1667 707.1823 -2.1 -3.0  Cs,H3,045 513.1022 513.1016 Schilling et al., (2008), Abu-Reidah
cafeoilquinico IV hidroxicinamico 339.0475 339.0528 et al., (2013c)
61. Acido glutarico Acido orgénico 18.34 131.0344 133.0501 0.2 1.5 CsHgO4 116.5310 116.9154 Patron (trazas)
87.0449
77.3248
62. Noidentificado VI - 18.35 445.1346 469.1311 CigHp01, 401.1445(-) - -

CyoH,601,N 335.09358(+)

a




Identificacion de fitocompuestos

125

63. Alcohol bencilico-hexosa- Derivado del alcohol 18.37 401.1448 403.1604 -0.3 -0.7  CygH»049 293.0936 293 Moco et al., (2006), Bystrom et al.,
pentosa |l bencilico 269.1021 269.1041 (2008), Mintz-Oron et al., (2008),
233.0664 233.06 Karar and Kuhnert (2015)
191.0475 191.04
161.0441 161.04
149.0499 149
131.0308 131.03
101.0203 101.02
89.0301 89.02
71.01
64. Acido cumarico Il a Acido 18.48 163.0395 165.0552 0.8 4.9 CgHgO3 119.0515 119.0502 MID306 (ion tentativo)
hidroxicinamico 93.0345
65. Acido p-coumaroilquinico Acido 18.53 337.0923 339.1080 0.9 2.7 Ci6H1g0s  191.0547 191.0553 Clifford et al., (2003), Abu-Reidah
Il'a hidroxicinamico 163.0411 163.0380 et al., (2013d), Oszmianski, et al.,
(2015)
66. Penstemida Iridoide 18.72 443.1917 445.2074 -1.1 -25 Cy1H3,0,9 100.9419 101.0229 Rodriguez-Pérez et al., (2013),
340.8748 Abu-Reidah et al., (2015a)
67. Acido cafeoilquinico Acido 19.32 515.1401 517.1557 -0.1 -0.2  CyH,g044 355.0669 353.0859 Abu-Reidah et al., (2013c)
glucdsido Il hidroxicinamico 191.0212 191.0547
68. Cafeoil-hexosa Il Acido 19.34 341.0873 343.1029 1.2 35 CisH1g0g  179.0375 179.0348 Abu-Reidah et al., (2013b, 2015b)
hidroxicinamico 135.0501 135.0445
69. Acido trans-cafeico Ill a Acido 19.36 179.0344 181.0501 -0.3 -1.7 CgHgO4 135.0461 135.0000 HMDB0001964 MID3316
hidroxicinamico 97.0000 (ion tentativo)
70. Acido cumarico Ill a Acido 19.43 163.0395 165.0552 -0.1 -0.6  CgHgOs 119.0514 119.0502 MID306 (ion tentativo)
hidroxicinamico 93.0977 93.0345
71. Coumaril-hexosa Acido 19.43 325.0923 327.1080 -0.3 -0.9 CisH1g0g  163.0414 163.0393 Abu-Reidah et al., (2013b, 2015b)
hidroxicinamico 119.0512 145.0296 (trazas)
119.0501
72.  Acido cafeoilquinico Il Acido 19.53 353.0873 353.0881 0.5 1.4 Ci6H1s09  707.1821 707.1820 Clifford et al., (2003), Madala,
Acido neo-clorogénico hidroxicinamico 191.0559 191.0591 Tugizimana, and Steenkamp
Acdo 5-O-cafeoilquinico a 135.0476 135 (2014), Ncube et al., (2014)

b
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73.  Acido quinico IV Acido orgénico 19.55 191.0556 193.0712 03 1.6 CsH,06  173.0411 173.0485 Patron (ion tentativo). Abu-Reidah
127.0409 127.0356 et al., (2015a)
109.0518 109.0060
85.0215 85.0330
173.0442
109.0302

74.  Acido trans-cafeico IV a Acido 20.05 179.0344 181.0501 09 5.0 CgHgO4 135.0442 135.0000 HMDB0001964 MID3316

hidroxicinamico 97.0000 (ion tentativo)

75.  Acido cafeoilquinico Il Acido 20.06 353.0873 353.0881 -0.2 -0.6 CyH1304 707.1788 191.0146 Clifford et al., (2003), Madala,
Acido cripto-clorogénico  hidroxicindmico 191.0390 179.0306 Tugizimana, and Steenkamp
Acido 4-O-cafeoilquinico a 179.0353 173.0052 (2014), Ncube et al., (2014)

b 173.0441 135.0390
135.0447
76.  Acido (-)-shikimico Acido organico 20.06 173.0450 175.0606 -0.8 -4.6  Cy;H 005 129.0176 129.0552 HMDBO0003070 PR100485 (ion
111.0245 111.0446 tentativo)
93.0358 93.0348

77. Noidentificado Acido fendlico 20.06 313.0559 315.0716 -0.1 -0.3 Ci3H1409  173.0441 129.0552 HMDB0003070 PR100485 (ion
Derivado del acido 129.0176 111.0446 tentativo)
shikimico 111.0245 93.0348

93.0358
78.  Acido quinico V Acido orgénico 20.08 191.0556 193.0712 -0.9 -4.7 CH,04  173.0439 173.0485 Patron (ion tentativo). Abu-Reidah
109.0041 127.0356 et al., (2015a)
85.0302 109.0060
85.0330
173.0442
109.0302
79.  Acido citrico VI Acido organico 20.09 191.0192 193.0348 0.7 3.7 CgHgO4 192.0180 192.0188 Patron (ion tentative). PR100481
111.0099 111.0089
87.0823 87.0124
80. Acido trans-fertlico | a Acido 20.72 193.0501 195.0657 0.4 2.1 CioH100, 178.0354 178.0264 Patron. Restivo et al., (2014) (ion
hidroxicinamico 149.0441 149.0638 tentativo)
134.0357 134.0374
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81. Acido trans-ferulico Il a Acido 21.26 193.0501 195.0657 -0.2 -1.0  CyoH4g04 179.0348 178.0264 Patron. Restivo et al., (2014) (ion
hidroxicinamico 149.0558 149.0638 tentativo)
134.0359 134.0374
82. Acido cafeoilshikimico | Acido 21.65 335.0767 337.0923 -0.3 -09 CyH1605 191.0411 179.0355 Fang, Yu, and Prior (2002), Abu-
hidroxicinamico 179.0518 161.0240 Reidah et al., (2013b, 2015b),
173.0481 135.0448 Karar and Kuhnert (2015), Said et
161.0287 191, 173 al., (2016) (trazas)
135.0421
83. Kaempferol-O-rutinésido- Flavonol glucésido  21.69 755.2034 757.2191 -0.1 -0.1  C33Ha00, 593.1497 593.1553 Abu-Reidah et al., (2013a, 2015b)
O-glucosa 285.0740 531.2419
84. Dihidroxipropiofenona- Acido 21.85 327.1080 329.1236 -0.4 -1.2  CysHyO3 165.0563 165.0551 Abu-Reidah et al., (2013c)
hexdsido hidroxicinamico
85. Acido p-Coumaroilquinico Acido 22.15 337.0923 339.1080 -1.6 -4.7 CigHig0g 191.0557 191.0553 Clifford et al., (2003), Abu-Reidah
IIla hidroxicinamico 173.0448 173.0500 et al., (2013d), Oszmianski, et al.,
163.0420 163.0380 (2015)
86. Acido quinico VI Acido organico 22.17 191.0556 193.0712 -0.5 -2.6 CyH.,0  173.0463 173.0485 Patrdn (ion tentativo). Abu-Reidah
127.0410 127.0356 etal., (2015a)
109.0284 109.0060
85.0289 85.0330
173.0442
109.0302
87. Acido cumérico Il a Acido 22.27 163.0395 165.0552 -0.1 -0.6  CgHgO; 119.0475 119.0502 MID306 (ion tentative)
hidroxicinamico 93.0345
88. Acido cafeoilshikimico Il Acido 22.71 335.0767 337.0923 -0.2 -0.6 CigH160g  191.0453 179.0355 Fang, Yu, and Prior (2002), Abu-
hidroxicinamico 179.0346 161.0240 Reidah et al., (2013b, 2015b),
173.0358 135.0448 Karar and Kuhnert (2015), Said et
161.0224 191,173 al, (2016)
135.0455
89. Isolariciresinol Lignano 23.13 521.2023 523.2179 19 3.6 CyeH3404; 359.1494 359.1493 Abu-Reidah et al., (2013b, 2013c¢)
9'-8-p-glucopirandsido
90. Fenilalanina Aminoacido 2393 164.0712 166.0868 0.1 0.6 CoH11NO, 147.0547 164.0724 Mintz-Oron et al., (2008), Abu-
103.0340 147.0446 Reidah et al., (2013d, 2015b)

103.0544
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91. No identificado VII - 24.29 535.1816 0.4 07 CyHs0,, 373.1301 - -
355.1183
343.1193
92. 1-Hidroxipinoresinol 1-O- Lignano 24.40 535.1816 537.1972 14 2.6 CyH3201, 357.1275 357.1349 Abu-Reidah et al., (2013c)
6-p-glucosido 373.1349
93. Triptdfano Aminoacido 24.79 203.0821 204.0899 -0.5 -2.5 Cy1H1,N,0, 203.0816 203.0826 BML81641 (ion tentativo) Mintz-
159.1085 186.06 QOron et al., (2008)
142.0738 159.09
116.0393 142.07
116.05
74.02
94. Acido dicafeolquinico Acido 25.38 515.1190 517.1346 0.7 1.4 CysH2,04, 353.1018 353.0872 Clifford, Knight, and Kuhnert
(acido isoglorogénico A) | hidroxicinamico 191.0603 191.0561 (2005), Abu-Reidah et al., (2013d),
179.0384 179.0352 Abdennacer et al., (2015) (trazas)
135.0433 135.0465
95.  No identificado VIII - 25.58 523.2179 5252336 0.0 0.0  CyHiO1p - - -
96. Kaempferol 3- Flavonol glucésido  25.74 579.1350 581.1506 -0.4 -0.7  CysH,3015 285.0569 285 Abu-Reidah et al., (2013a)
sambubidsido | 284.0410
97. Kaempferol o luteolinal  Flavonoide 25.75 285.0399 287.0556 -1.3 -4.6  CisHqigOp - 255.0219 HMDBO0005801 Kumar, Singh, and
227.0356 Kumar (2017)
98. No identificado IX - 26.07 4973337 1.1 22  CyHsOy 487.3040 - -
451.3288
99. Kaempferol o luteolina Il Flavonoide 26.14 285.0399 287.0556 -0.3 -1.1  CysHq100p - 255.0219 HMDBO0005801 Kumar, Singh, and
227.0356 Kumar (2017)
100. Kaempferol 3- Flavonol glucésido  26.19 579.1350 581.1506 0.1 0.2 CyH25015 285.0707 285 Abu-Reidah et al., (2013a)
sambubidsido Il 284.0439
101. Kaempferol 3- Flavonol glucésido  26.92 579.1350 581.1506 0.9 1.6 CyeH»5015 285.0540 285 Abu-Reidah et al., (2013a)
sambubidsido Il 284.0362
102. Kaempferol o luteolina Il Flavonoide 26.94 285.0399 287.0556 -0.5 -1.8  CysHq100p - 255.0219 HMDBO0005801 Kumar, Singh, and
227.0356 Kumar (2017)
103. Quercetina | Flavonol 27.15 303.0505 0.8 2.7 CysH19O;  285.1173 285.0399 HMDBO0005794
273.1522 273.0399
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104. Rutina (Quercetin 3- Flavonol glucésido  27.22 609.1456 611.1612 2.9 4.8 Cy7H3001 301.048 463.0397 Sanchez-Rabaneda et al., (2003),
rutindsido) | b 463.0915 301.0277 Abu-Reidah et al., (2013a, 2013b,
151.0034 2015a), Oszmianski, et al., (2015),
Kumar, Singh, and Kumar (2017)
105. Quercetina ll Flavonol 27.22 301.0348 303.0505 -0.2 -0.7 CysH,00;, 217.1107 217.0060 PB002409 Abu-Reidah et al.,
191.0575 191.0389 (2015a)
151.0389 151.0054
106. Quercetin hexosa Flavonol glucésido  27.27 463.0877 465.1033 -0.2 -04  C,;H,0;, 301.0330 300.0292 Abu-Reidah et al., (2013d) (ion
300.0323 301.0367 tentativo) (trazas)
107. Acido dicafeoilquinico Acido 27.30 515.1190 515.1141 -0.3 -0.6  CysH,40;, 353.0812 353.0872 Clifford, Knight, and Kuhnert
(4cido isoclorogénico A) Il hidroxicinamico 191.0574 191.0561 (2005), Abu-Reidah et al., (2013d),
173.0437 179.0352 Abdennacer et al., (2015)
135.0445 135.0465 (trazas)
108. Rutina (Quercetin 3- Flavonol glucésido  27.44 609.1456 611.1612 0.9 1.5 Cy7H30016 301.0343 463.0397 Sanchez-Rabaneda et al., (2003),
rutinosido) Il a 301.0277 Abu-Reidah et al., (2013a, 2013b,
151.0034 2015a), Oszmiariski, et al., (2015),
Kumar, Singh, and Kumar (2017)
109. Quercetina lll Flavonol 27.45 301.0348 303.0505 -0.5 -1.7 CysH1g0;  217.1082 217.0060 PB002409 Abu-Reidah et al.,
191.0554 191.0389 (2013a)
151.9345 151.0054
110. Kaempferol 3- Flavonol glucésido  27.66 579.1350 581.1506 0.8 1.4 CyeH25015 285.0715 285 Abu-Reidah et al., (2013a)
sambubidsido IV 284.0556
111. Kaempferol o luteolina IV Flavonoide 27.96 285.0399 287.0556 -0.7 -2.5  CysHigOg - 255.0219 HMDB0005801 Kumar, Singh, and
227.0356 Kumar (2017)
112. Kaempferol 3,4'-dixiloside Flavonol glucdosido  28.01 549.1244 551.1401 2.7 4.7 CysHy6014  520.1656 284 -
Derivado glucdsido del 284.0329
kaempferol | 285.0416
113. Kaempferol 3,4’-dixyloside Flavonol glucésido  28.36 549.1244 551.1401 1.5 2.7 CysHy6014  285.0415 284 -
Derivado glucdsido del 284.0318

kaempferol Il




130

Laura Martin Pozo

114. Nicotiflorina Flavonoide glucésido 28.69 593.1506 595.1663 0.3 0.5 Cy7H30045 447.1240 447.0968 Abu-Reidah et al., (2013c, 2015a),
(Kaempferol-3-O- 285.0471 285.0187 Oszmianski, et al., (2015)
rutindsido) or luteolin-7- 287.0567(+)
rutinésido | 285.0427

115. Kaempferol or luteolina VI Flavonoide 28.70 285.0399 287.0556 -1.1 -39  CysH100p - 255.0219 HMDBO0005801 Kumar, Singh, and

227.0356 Kumar (2017)

116. Hexdsido del kaemferol o Flavonoide 28.71 447.0927 448.1006 -1.1 -2.5  CyH40q; 285.0420 285.0415 Abu-Reidah et al., (2015a) (ion
la lutolina glucésido 284.0345 284.0318 tentativo) (trazas)

117. Nicotiflorina Flavonoide 29.10 593.1506 595.1663 19 3.2 Cy7H30015 285.0566 447.0968 Abu-Reidah et al., (2013c, 2015a),
(Kaempferol-3-0O- glucésido 285.0187 Oszmianski, et al., (2015)
rutinoside) or Luteolin 7- 287.0567(+)
rutinoside || 285.0427

118. Kaempferol o luteolina VIl Flavonoide 29.12 285.0399 287.0556 1.4 4.9 CisH1p0g - 255.0219 HMDBO0005801 Kumar, Singh, and

227.0356 Kumar (2017)

119. Noidentificado X - 30.00 723.5039 -0.8 -1.1  C4H#»049 7134751 - -

701.4951(+)
677.4969
120. Kaempferol o luteolina VIII Flavonoide 30.03 287.0556 0.2 0.7 CisH1g0g - 255.0219 HMDB0005801 Kumar, Singh, and
227.0356 Kumar (2017)
121. No identificado X - 34.29 413.2175 1.5 34  CyHi0s 327.2177 - -
216.1255
122. No identificado XII - 3592 415.2484 417.2641 -3.3 -7.9 CysH3¢0s  439.2427 - -
327.2182
216.1248

I, 11, 11, etc. denotan isémeros. ° Ya reportados en algunas especies de Phlebodium incluyendo Phlebodium aureum y Polypodium decumanum. byq reportados en otras especies de
la familia Polypodiaceae.
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Figura 2.2. Cromatograma obtenido en el andlisis HPLC-ESI/MS (Q-ToF) de P.
decumanum. (a) Cromatograma en modo ES| positivo y (b) cromatograma en ESI|
negativo. La deteccion se realizé en un rango de masas comprendido entre 50 m/z
hasta 2000 m/z. Se indica el tiempo de retencicn de cada pico. Los numeros (en azul)
corresponden a aquellos recogidos en la Tabla 2.1.

4.1.1. Acidos orgdnicos

Los primeros compuestos en eluir detectados en el extracto hidroetandlico
del P. decumanum fueron los mas polares, los acidos organicos libres y sus
derivados. Se caracterizaron un total de 8 de 4cidos organicos bien conocidos,
junto con isémeros y derivados, correlacionando los datos de MS vy la
fragmentacion MS/MS de los estandares comerciales y la informacién de la
literatura. Especificamente, se detectaron el acido lactobidnico (m/z 357.1033,

tiempo de retencién 2.49 min, pico 2), el acido ribénico (m/z 162.0399, tiempo
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de retencion 2.50 min, pico 3), el acido mucico o glucarico (m/z 209.0297,
picos 5, 24, 34, 41, y 52), el acido quinico (m/z 191.0556, picos 7, 8, 47, 73, 78,
y 86) (Figura 2.3a), el dcido malico (m/z 133.0137, tiempo de retencién 3.62
min, pico 11) (Figura 2.3b), el dcido malico hexosa (m/z 295.0665, min 3.62,
pico 10), los isémeros del acido citrico (m/z 191.0344, picos 4, 15, 23, 36, 43,
51, 79), el 4cido glutarico (m/z 131.0344, min 18.34, pico 61), y el acido
shikimico (m/z 173.0450, min 20.06, pico 76) (Parrado et al., 2016). En la Figura

2.3 se muestran las estructuras de algunos de estos compuestos.

Figura 2.3. Estructuras de algunos de los dcidos orgdnicos detectados en frondes de
Phlebodium decumanum.
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4.1.2. Amino azucares y derivados

Se han identificado un total de nueve amino-azlcar derivados. El pico 13
(de formula molecular C11H17NQOg), que eluye en un tiempo de retencién de
5.52 min, fue identificado como &acido glutimico-hexosa, ya que mostrd una
pérdida neutra de una molécula de azucar (glucosa o fructosa), dando como
resultado un ion producto m/z 128.0356 (residuo de amino &acido que
corresponde al 4cido piroglutamico en estructura). El patron de fragmentacion
de este compuesto ha sido previamente publicado en otras fuentes
bibliograficas (Abu-Reidah et al., 2015b). El pico 18, con ion principal de m/z
188.0565/190.0690 en modo negativo y positivo, respectivamente, fue
identificado como acido N-acetilglutamico. Su caracterizacion se basé en los
datos conocidos de MS y en la aparicién del ion fragmento m/z 144.0656 (que
corresponde al acido glutdmico al perder un grupo acetilo [M—H-COCH3]"), y
los iones producto tipicos de m/z 170.0455, [M—H-H20]", y 128.0351, [Glu—
H,O] . Adicionalmente, el pico 90 (tiempo de retencién 23.93 min) fue
detectado y caracterizado en base a los datos de masas publicados por Mint-
Oron et al.,, 2018. Los iones detectados a m/z 118.0853 y a m/z 144.1013 (picos
1y 6) en modo de ionizacién positivo y con formulas elementales CsH11NO; y
C;H13NO,, fueron tentativamente asignados a valina y L-prolina betaina,
respectivamente (Ledesma-Escobar, Priego-Capote, and Luque de Castro,
2015). Finalmente, el pico 93 (tiempo de retencién de 24.79 min, C11H15N,0,),
se asignd a otro aminodcido aromatico, al triptéfano (Abu-Reidah et al,

2013b).
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4.1.3. Acidos fendlicos y derivados

Se caracterizaron y clasificaron mas de 45 derivados fendlicos, de acuerdo
a su naturaleza quimica, en dos grupos principales: derivados del acido

hidroxibenzoico y derivados del acido hidroxicindmico.

A. Derivados del dcido hidroxibenzoico. El método propuesto fue muy util para
la caracterizacion de 13 derivados del acido hidroxibenzoico. Los
compuestos detectados al minuto 12.93 y 15.17 (picos 27 y 40)
produjeron un espectro de MS/MS con los iones caracteristicos [M—2H—
153.0188] y [M—2H-109.0277]", que es consistente con la pérdida de
restos de glucosa y CO,, respectivamente. Estos compuestos fueron
tentativamente identificados como isémeros glicosidos del 4acido
dihidroxibenzoico (isémeros glucdsidos del acido protocatéquico o del
acido gentisico), y el ion fragmento de m/z 153 asignado como el 4cido
dihidroxibenzoico (acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido protocatéquico
[Figura 2.3c]; acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido gentisico) (Abu-Reidah, et
al., 2013b; Rodriguez-Pérez et al., 2013; Restivo et al., 2014).

El acido protocatéquico ha sido caracterizado previamente en un
extracto formado a partir de las partes aéreas de P. leucotomos
(Phlebodium aureum), helecho que pertenece al mismo género que P.
decumanum (Garcia et al.,, 2006). Del mismo modo, el ion molecular
identificado con m/z 329.0906 (pico 38), fue asignado al hexdxido del
acido vanilico, mostrado por la presencia de un ion fragmento en m/z
167.0349, indicativo del acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (acido vanilico)
(Figura 2.3d) (Kumar, Singh, and Kumar, 2017). Asimismo, el dcido vanilico
ha sido previamente identificado a un tiempo de retencién de 15.09 en P.

Leucotomos (Garcia et al., 2006).
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El pico 22 (m/z 331.0665) fue asignado como galoilhexosa en base a
los espectros MS/MS obtenidos v la literatura. Los datos espectrales de
MS-MS mostraron un ion producto a m/z 169.0114 (acido galico) (Figura
2.3e) secundario a la pérdida neutra del residuo hexosa (—162 Da).
Ademas, el pico también mostrd otros dos fragmentos a m/z 151.0060 y
125.0185 relacionados con la deshidratacion vy descarboxilacién
subsiguientes del grupo galoil (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Abu-Reidah et
al., 2015a).

En el modo de ionizacidn negativo, el pico 31 (tiempo de retencidon de
14.22 min) con los iones producto de m/z 359.0981 y m/z 197.0450 fue
asignado como un derivado hexdsido del acido siringico, basado en la
pérdida neutra de la porcidn de hexosa (—162 da) y el ion producto de m/z

197.0450 (4cido siringico) (Abu-Reidah et al., 2015a).

B. Derivados del dcido hidroxicindmico. Los derivados hidroxicinamicos
caracterizados en el extracto de P. decumanum fueron identificados como
acido 3,4-dihidroxicinamico (acido cafeico), acido 4-hidroxicinamico (acido
p-cumarico) (Figura 2.3f), y derivados del 4cido cafoilquinico, en base a la
comparacion de sus tiempos de retencidon y espectros de MS/MS con sus
estandares y la literatura relacionada. Estos acidos fendlicos, asi como el
acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico (acido ferulico, picos 80 y 81) (Figura
2.3g), se han identificado en otras plantas de la familia Polypodiaceae
(Gombau et al., 2006; Nilesh, Kshirsagar, and Vipin, 2011; Parrado et al,,
2016). Las estructuras de algunos de estos compuestos se muestran en la

Figura 2.4.
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Figura 2.4. Estructuras de algunos de los derivados fitoquimicos caracterizados en el
extracto de Phlebodium decumanum.

Los picos 48, 72 y 75 (tiempos de retencién de 16.24, 19.53, y 20.06
min respectivamente) produjeron el mismo ion [M—H]™ a m/z 353.0878 el
cual corresponde a la formula molecular Ci6H1704 (Figura 2.5). Estos tres
compuestos fueron designados como isdomeros del dacido mono-
cafeoilquinico (Figura 2.4a, b, c), basados en la pérdida neutra del resto de
acido cafeico (—162 da) y el ion producto de m/z 191 (acido quinico)
(Figura 2.3a) (Clifford et al., 2003; Madala, Tugizimana, and Steenkamp,
2014; Ncube et al., 2014). En efecto, los isdmeros del acido clorogénico

han sido descritos previamente en la literatura en otras especies de
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Phlebodium (Garcia et al., 2006; Gombau et al., 2006; Nilesh, Kshirsagar,
and Vipin, 2011), asi como en otras especies de la familia Polypodiaceae

(Wen et al., 2012).

Figura 2.5. Cromatograma y espetros MS/MS de los isémeros del dcido
cafeoilquinico en el extracto hidroalcohdlico de Phlebodium decumanum.

Los picos 46, 50, 54, y 60 fueron detectados en los tiempos de
retencion 16.11, 16.47, 17.14 y 18.18 min, con m/z 705.1667 y formula
molecular C3,H34015. Los datos ESI-QTOF de estos compuestos en modo de
ion negativo mostraron el mismo patrén de fragmentacién dando como

iones principales en 513.1040 y 339.0529 m/z. Estos compuestos fueron
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identificados como isémeros del dimero del dcido cafeoilquinico, en base a
los daos de MS encontrados en la bibliografia (Schilling et al., 2008; Abu-
Reidah et al., 2013c).

Los picos 94 y 107 (de m/z 515.1190) (Figura 2.3d) fueron también
caracterizados en el extracto de P. decumanum como dos isomeros del
acido dicafeoilquinico, basados en los datos de MS vy la literatura (Clifford,
Knight, and Kuhnert, 2005; Abu-Reidah et al., 2013d; Abdennacer et al.,
2015).

Los picos 82 y 88 (m/z 335.0767, y Ci6H130g) fueron asignados a
isdmeros del acido cafeoilshikimico. En el analisis QTOF-MS, los datos de
MS/MS han mostrado los iones producto con m/z 179.0346 [M—H-156]" vy
135.0455 [M-H-156-44]" después de la pérdida neutral del acido
shikimico y CO,, respectivamente (Fang, Yu, and Prior, 2002; Karar and

Kuhnert 2015; Said et al., 2016).

El pico 84 (m/z 327.1055, y CysH,3043) fue caracterizado como un
dihidroxipropiofenona-hexdsido basado en los datos de MS y el ion
producto de m/z 165.0563 tras la pérdida de una hexosa [M—-H-162]"
(Abu-Reidah et al., 2013c).

Los picos 20, 64 y 85 correspondieron a tres isomeros del acido p-
cumarilquinico (acido 4-hidroxicinamoil-quinico). El espectro de MS/MS en
el modo de ionizacién negativo fue caracterizado con el ion padre m/z
337.0923 y fragmentacién m/z 191.0556 (como &cido quinico) y m/z
163.0395 (como p-cumadrico) (Figura 2.3f) (Abu-Reidah et al.,, 2013d;
Ncube et al., 2014; Oszmianski et al.,, 2015). Estos compuestos han sido

previamente encontrados en P. aureum (Garcia et al., 2006).
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Se detectaron en el extracto de P. decumanum varias formas
conjugadas vy glucosiladas del acido cafeico y p-cumarico. Asi, los picos 58 y
68 (iones pseudo-moleculares en m/z 341.0873 en el modo de ionizacién
negativo, C1sH1304) fueron caracterizados como cafeoilhexosas en base a
los datos de MS vy el patron de fragmentacion, que muestra la pérdida
neutral de una molécula de glucosa (162 Da) a m/z 179.0344 (indicativo de

la estructura del 4cido cafeico).

En este contexto, los picos 33, 45 y 67 (detectados a 14.34, 16.03, y
19.32 min en el ESI-QTOF en modo de ion negativo) mostraron una
formula molecular idéntica (Cy;H»3014). Estos compuestos dieron el mismo
ion molecular m/z 515.1401 y mostraron fragmentos de iones a m/z
353.0858 y m/z 191.0562, siendo tentativamente asignados al &cido
mono-cafeoilquinico (Figura 2.4c) y al 4cido quinico (Figura 2.3a),
respectivamente. Por tanto, estos isdmeros fueron identificados como

cafeoilguinico glucdsido, basado en la literatura.

El pico 71 ([M—H]™ m/z 325.0923 en el modo negativo, y Ci5H1g0s), fue
identificado como &cido p-cumérico (Figura 2.3f) en base a los espectros
MS/MS y el ion fragmento de m/z 163.0414. Por lo tanto, este compuesto
fue designado como coumaril-hexosa (Abu-Reidah et al.,, 2013b, 2013c,

2015b).

Finalmente, el pico 32 (m/z 473.1305, CyoH,6013) fue asignado al acido
cafeico pentosa-O-hexosa. El MS2 de este idn mostrd picos a m/z
311.0786 y 177.0569, correspondiente a la pérdida de un hexésido [M—H—
162]" y un pentdsido [M—2H-162-132] (El-Sayed et al., 2017).
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4.1.4. Flavonoides y derivados

Se han caracterizado un total de 23 derivados de flavonoides junto con sus
isomeros. El pico 116 (tiempo de retencion de 28.71 min) se caracterizd como
kaempferol hexdsido o luteolina hexdsido, ya que produce un ion fragmento a
m/z 285.0420, que resulta de una pérdida neutral de [M—H-162]" (resto de
glucosa), y corresponde al kaempferol (Figura 2.3h) o a la luteolina en

estructura (Abu-Reidah et al., 2013a, 2015a; Kumar, Singh, and Kumar, 2017).

Los iones producto correspondientes a la quercetina (Figura 2.3i), m/z
300.0276 (odd electron ion) y/o 301.0354 (even electron ion), se observaron en
el espectro MS/MS del pico 106 (m/z 463.0877). Por tanto, este flavonol se
asignd a la quercetina hexosa, produciendo los iones fragmento compatibles

con la pérdida del monédmero de glucosa (Abu-Reidah et al., 2013d).

Para el ion precursor de m/z 609.1456 (picos 104 y 108) se propuso la
quercetina 3-rutindsido (rutina) (Figura 2.4e) o isémeros de ésta, con la
férmula Cy7H30016. El espectro MS/MS reveld el ion fragmento caracteristico a
m/z 301.0348 [Y], que pude ser indicativo de quercetina (Figura 2.3a),
correspondiente a la pérdida neutral de la fraccion rutinésido [M—H-308]" de

acuerdo con la literatura.

4.1.5. Lignanos y derivados

Con respecto a los lignanos, se caracterizaron dos derivados. Un glucdsido
de lignano, pico 89 (tiempo de retencién 23.13 min) con un ion producto en el
espectro MS/MS a 359.1493 m/z (indicativo de isolariciresinol), relacionado
con la perdida neutral de un residuo de glucosa (=162 Da). Por lo tanto, se
sugirio que el ion precursor era isolariciresinol 9’-8-p-glucopirandsido (Abu-

Reidah et al., 2013b). El pico 92 (tiempo de retencion 24.40 min), dio un ion



Identificacion de fitocompuestos 141

molecular de m/z 537.1949 y 535.1816, en los modos de ionizacién positivo y
negativo, respectivamente. La identificacion de un ion fragmento a m/z
357.1275 [M-H-178]" es indicativo de pinoresinol. Ademas, el espectro
MS/MS produjo un ion m/z 373.1349 [M—H-162]" después de la pérdida
neutra de una molécula de glucosa. De acuerdo con la fragmentacion MS/MS
reportada en la literatura, este compuesto se asignd tentativamente al 1-

hidroxipinoresinol 1-O- 6-p-glucdsido (Abu-Reidah et al., 2013c).

4.1.6. Otros compuestos

Ademas de los compuestos descritos, se identificaron otros componentes
del extracto que no se pudieron asignar a ningunos de los grupos anteriores. El
pico 66, un derivado iridoide, se detectd y caracterizdé como penstemida
(Rodriguez-Pérez et al., 2013). Los picos 55 y 63, dos derivados del acido
benzoico (tiempos de retencion de 17.47 min y 18.37 min respectivamente;
m/z 401.1445, y CigH,5010) fueron designados como bencil alcohol-hexosa-
pentosa en base a los datos de MS/MS reportados previamente en la
literatura. Los espectros de MS de estos picos proporcionaron un ion
secundario en m/z 269.1021 (Cy3H1706) resultado de la pérdida neutral de la
unidad de pentosa (Moco et al., 2006; Bystrom et al., 2008; Mintz-Oron et al.,
2008; Karar and Kuhnert, 2015).
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5.  CONCLUSIONES

Como resultado de la investigacion realizada en este capitulo Il de la Tesis

Doctoral se han obtenido las siguientes conclusiones:

|.  El presente trabajo representa el primer estudio profundo realizado sobre
la composicion fitoquimica de un extracto obtenido de los frondes de P.

decumanum.

[I.  La determinacion de los componentes quimicos del extracto se llevo a
cabo mediante HPLC-ESI/MS (QTOF) en modo de ionizacién positivo y
negativo. La combinacién de la cromatografia de liquidos con la deteccién
QTOF-MS ha permitido caracterizar el extracto en profundidad en base a

la precision de masa vy la espectrometria de masas en tandem.

[ll.  Se han caracterizado un total de 122 metabolitos a partir de la informacién
de MS disponible y la informacion previamente reportada en la literatura.
Entre los compuestos identificados se incluyen 23 flavonoides, 47 acidos
fendlicos (34 &cidos hidroxicinamicos y 13 acidos benzoicos), 9 amino
derivados, 24 acidos organicos y derivados, 2 lignano derivados, y otros

compuestos que no pudieron ser asignados en ninguno de estos grupos.

IV. El estudio de identificacion desarrollado en este trabajo proporciona la
primera caracterizacién integral disponible sobre la composicién quimica

de las hojas de P. decumanum.
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CAPITULO Il

|dentificacion y cuantificacion de
dos esteroides androgeénicos,
androstenediona y
androstadienediona, en
Phlebodium decumanum y
alimentos mediante GC-MS/MS.

La parte experimental realizada en este capitulo Ill se ha desarrollado en los
laboratorios de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Granada (FQ338). Los analisis GC-MS/MS se han llevado a
cabo en el centro de instrumentacion cientifica de la Universidad de
Granada y en el laboratorio europeo de referencia para el analisis de
pesticidas en frutas y verduras (EURL-FV) dirigido por el Dr. Rodriguez, de la
Universidad de Almeria.
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|dentificacion y cuantificacidon de dos esteroides
androgénicos, androstenediona y
androstadienediona, en Phlebodium decumanum y

alimentos mediante GC-MS/MS

1. INTRODUCCION

El consumo de medicamentos y suplementos a base de hierbas en el
deporte por parte de los atletas ha aumentado durante las Ultimas décadas.
La mayoria de estos suplementos se utilizan para mejorar la fuerza muscular
y la masa corporal. Aunque su empleo estd muy extendido, sin embargo,
esta regulado vy restringido a aquellos que no contengan compuestos ni

principios activos prohibidos por el Comité Olimpico Internacional (COI).

En este contexto, son muchos los estudios publicados que han
demostrado los efectos beneficiosos de P. decumanum en el deporte. Como
respuesta normal al entrenamiento se producen diferentes grados de
disfuncion inmune lo que afecta al rendimiento fisico y a procesos
fisiolégicos relacionados con el estrés y la inflamacion. Es por eso, que los

efectos positivos del helecho se han relacionado principalmente con su
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demostrado efecto modulador del sistema inmune, especificamente
dirigido a la modulacion de la liberacidon de citoquinas (Punzon et al., 2003;

Gonzalez-Jurado et al.,, 2011).

La gran mayoria de estudios se han basado en la administracién oral del
extracto durante el ejercicio de alta intensidad, en una diversidad de
sujetos. En primer lugar, la suplementacion oral reduce de manera efectiva
el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria. Diaz-Castro y colaboradores
(2012) demostraron que se reduce la generacion de 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina e isoprostanos, marcadores del estrés oxidativo, ademas
de disminuir el estadio inflamatorio, con la disminucién del TNFa vy el
aumento de su receptor soluble. Otro estudio obtuvo resultados similares,
demostrando tener un efecto favorable en el balance de citoquinas, al
reducir los niveles plasmaticos de las proinflamatorias e incrementar las
antinflamatorias, lo cual resalta su efecto protector y modulador sobre la

respuesta inmune (Gonzalez-Jurado et al., (2011).

Los beneficios de su ingesta se han demostrado también sobre el dafio
muscular. P. decumanum tiene un papel protector y amortiguador del dafio
tisular que forma parte de la respuesta aguda al ejercicio fisico, en base al
mejor perfil enzimatico evidenciado tras el periodo de entrenamiento del
grupo de estudio que tomo el extracto (Gonzdlez-Jurado et al., 2008;
Vargas-Corzo et al., 2014;). Ademads, mostrd tener un efecto sobre los
niveles plasmaticos de cortisol inducidos por el ejercicio sugiriendo que
podria modular la respuesta de esta hormona al estrés fisico (Gonzalez-

Jurado et al., 2009).

Todos estos hallazgos proporcionan una base para la administracion de

suplementos de P. decumanum para reducir los efectos indeseables
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asociados al ejercicio fisico, altamente ventajosa para retrasar la fatiga,
disminuir el estrés oxidativo, la inflamacién y, en general, mejorar el
rendimiento deportivo. En este contexto, HELSINT S.A.L. ha desarrollado
juntamente con la empresa distribuidora INFISPORT, el complemento
nutricional EXPLIVAR® a base de P. decumanum, destinado al desarrollo y
mejora de la actividad fisica y la nutricion cientifica aplicada al deporte y a la

salud (Helsint S.A.L.).

Independientemente de la comercializacion de estos suplementos
naturales destinados a la mejora de la salud y el rendimiento fisico, debe
tenerse en cuenta que algunas plantas pueden tener sustancias dopantes
en su composicion, asi como algunos productos pueden estar contaminados
o adulterados por agentes prohibidos en deporte (Sellami et al., 2018). Aquii,
los laboratorios acreditados por el Comité Olimpico Internacional
desempefian un papel clave en la defensa del principio del juego limpio vy la
habilidad innata, mediante el andlisis y deteccién de cualquier tipo de
sustancia exogena que pueda ser considerada dopaje (Kickman and Gower,
2003). Sin embargo, sustancias actualmente prohibidas en el deporte son
producidas de forma natural por algunas plantas y animales por lo que la
misma dieta implica su consumo, muchas veces sin conocimiento alguno.
Esto es lo que ocurre con los esteroides anabolizantes andrégenicos,
conocidos comunmente como “esteroides andbolicos”. Se ha descubierto la
presencia natural de hormonas sexuales (incluyendo las esteroideas) en
ciertas plantas capaces que son capaces de sintetizarlas a partir de otros
fitoesteroles, y que en la planta cumplen una funciéon en el crecimiento

(Poelmans et al., 2003; Janecko and Skoczowki, 2005; Tarkowska, 2019).

Estos nuevos descubrimientos, incitaron a un laboratorio certificado del

Reino Unido a realizar una prueba de screening para la deteccién de
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sustancias prohibidas en P. decumanum. Los resultados indicaron la
presencia en el producto EXLIVAR de dos esteroides anabdlicos; el 1,4-
androstadieno-3,17-diona (androstadienediona o también conocido como
Boldiona) y el 4-androsteno-3,17-diona (androstenediona); cuyo suministro
exogeno en deportistas estd prohibido. Estos compuestos pueden
encontrarse de forma natural en carnes, algunas plantas, y en el ser
humano. Son biosintetizados a partir del colesterol predominantemente en
las glandulas suprarrenales y génadas de mamiferos y son precursores de
otras hormonas esteroideas anabodlicas como la testosterona (Da et al,,
2018). Por tanto, pueden estar presentes de forma natural, aunque no en
elevadas cantidades, en productos de consumo de origen animal, como
pueden ser carnes (Hartmann et al.,, 1998). No obstante, su presencia
también se ha confirmado y documentado en algunas plantas (Da et al.,

2018; Tarkowska, 2019) (Figura 3.1).

En base a esto, y a peticion de la empresa Helsint S.A.L., este trabajo
pretende confirmar la existencia de estos dos esteroides de cuestionable
origen vegetal, androstadienediona y androstenediona, en muestras de

extracto de P. decumanum (EXPLY-37®) y en las capsulas EXPLIVAR.

Figura 3.1. Estructuras quimicas de 4-androstene-3,17-dione (A) y 1,4-
androstadiene-3,17-dione (B).
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2.

OBJETIVOS

Los principales objetivos del trabajo de investigacion desarrollado en el

presente capitulo son los siguientes:

Desarrollo de un método analitico empleando la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS) para la
identificacién y cuantificacion de dos esteroles, el 4-androsteno-3,17-
diona y el 1,4-androstadieno-3,17-diona en dos complementos
nutricionales cuyo principal componente es P. decumanum (EXPLY37®y
capsulas EXPLIVAR) y en varias muestras de alimentos de consumo

habitual: carne de ternera, carne de cerdo y huevos de gallina.

Aplicacion de un tratamiento previo de las muestras que consiste en la
extraccion de los esteroles a partir de la muestra compleja mediante

extraccion soélido-liquido asistida por ultrasonidos.

Demostrar la presencia de los esteroles de interés tanto en P.
decumanum como en |os alimentos, con el objetivo de demostrar que la
presencia de dichos esteroides, en cierta cantidad, no provoca
alteraciones en el organismo y por tanto no deberian ser considerados

como dopaje por las Agencias Internacionales y Nacionales Antidopaje.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Reactivos y disolventes

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. El acetato de
etilo (grado LC-MS) y los reactivos derivatizantes N-methyl-N-trimethylsilyl
trifluororoacetamide / trimethyliodosilane / dithioerythritol (MSTFA / TMIS /
DTE) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich Chemical Company (Madrid,
Espafia). Los dos esteroides fueron investigados: el compuesto patron 4-
androsteno-3,17-diona (AED) fue suministrado por Sigma-Aldrich Chemical
Company y el 1,4-androstadieno-3,17-diona (ADD) fue obtenido de TCI
Chemicals (Tokio, Japon). Las disoluciones stock de los estandares
comerciales se prepararon (100 mg L) en acetato de etilo. Las soluciones
estandar de trabajo conteniendo los dos analitos se prepararon igualmente
en acetato de etilo a partir de las soluciones stock y se guardaron a 4°C en

recipientes de vidrio dmbar hasta su uso.
3.2. Instrumentacion y software

En el andlisis GC-MS se empled un equipo Agilent modelo 7890A GC
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) acoplado a un espectrometro de
masas con analizador de triple cuadrupolo (triple-quad) Quattro micro TM
GC (Waters, Manchester, UK) con fuente iénica de impacto electrénico
(Figura 3.2). La columna utilizada para la separacién fue la ZB-5MS (30 m x
0.25 mm, 0.25 um film), columna de caracter apolar de la casa comercial
Phenomenex (Torrance, CA, USA). Para el manejo del equipo y la adquisicion
e interpretacién de los datos se empled el software MassLynx™ 4.1

(Waters, Manchester, UK).
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Figura 3.2. Cromatdgrafo de gases Agilent y espectrdmetro de
masas con analizador de triple cuadrupolo (triple-quad) empleado
para la caracterizacion e identificacion de los esteroles en el
extracto de P. decumanum.

Para la confirmacién y cuantificacion de ambos esteroles en las
muestras suministradas se ha trabajado en el modo multiple reaction
monitoring (MRM). Este andlisis se ha realizado en un sistema de
cromatografia de gases ultra rdpida Agilent Intuvo 9000 GC (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipado con un muestreador Agilent
7693 y un espectrometro de masas triple cuadrupolo 7010B GC/MS Triple
Quad de la misma casa comercial (Agilent Technologies) con fuente idnica
de impacto electronico (Figura 3.3). Se utilizé una columna HP-5MS Ultra
Inert (30 m x 0.25 mm, 0.25 um film) (referencia 19091S-431UI-INT) de
Agilent. La adquisicion y procesamiento de datos fueron desarrollados con
el software Agilent MassHunter Adquisition y Quantitative Analysis B.07.00

y B.08.00, respectivamente (Agilent Technologies).
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Figura 3.3. Cromatdgrafo de gases Agilent Intuvo 9000 GC provisto de un
espectometro de masas triple cuadrupolo utilizado para la cuantificacion de
los esteroles estudiados. Se muestra un detalle del inyector.

Dentro del material de laboratorio utilizado para la preparacion de las
muestras se incluye un agitador vortex (IKA, Staufen, Alemania), una balanza
analitica Mettler-Toledo AND GX400 (Columbus, OH, USA), una centrifuga
Spectrafuge™ 24D de Labnet International, Inc. (Nueva Jersey, USA), un
bafio de ultrasonido P-Selecta de 1L de capacidad (JP Selecta; Barcelona,
Espafia) y una estufa MEMMERT modelo ULE 600 (Memmert GmbH + Co;

Schwabach, Alemania).

El estudio se ha llevado a cabo en los laboratorios del Departamento de
Quimica Analitica de la Universidad de Granada, en el Centro de
Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada y en el laboratorio
europeo de referencia para el andlisis de pesticidas en frutas y verduras
(EURL-FV) dirigido por el Prof. Amadeo Rodriguez Fernandez-Alba, Este

laboratorio estd certificado por la Asociacién Espafiola de Normalizacién y
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Certificacion (AENOR) cumpliendo con los requerimientos de la Norma UNE-
EN.ISO 9001-2008; y acreditado por Entidad Nacional de Acreditacion
(ENAC) con el nimero de acreditacién 7/PPI1013.

3.3. Preparacion y andlisis de las muestras

3.3.1. Muestras

Los andlisis se aplicaron a muestras de dos productos cuyo componente
principal es el helecho P. decumanum y a muestras de una seleccion de
alimentos. Se analizd una muestra del extracto hidro-alcohdlico de P.
decumanum (EXPLY-37®), estandarizado y biotipado, perteneciente al lote
Bx115036 y dos réplicas de cajas de cdpsulas EXPLIVAR del lote C.N
164233.2. Las muestras fueron proporcionadas por la empresa Helsint S.A.L
(Granada, Espafia) y subsidiaria Helsint Yojoa, Honduras. El extracto fue
preparado y estandarizado a partir de las frondes de la planta de acuerdo

con su patente US 6228366 (Yesares-Ferrer et al., 2001).

Por otro lado, se seleccionaron tres alimentos de consumo habitual
para la determinacion y cuantificacion de esteroides naturales de acuerdo a
otros trabajos publicados en la literatura cientifica: chuleta de lomo de
cerdo, filete de ternera y huevos frescos de gallina. Las muestras de

alimento fueron obtenidas de una cadena de supermercados.

Las dos muestras de carne y el extracto de P. decumanum fueron
liofilizadas, trituradas y pesadas, para su conservacion y, a su vez, para
incrementar la eficiencia de extraccién de los analitos de estudio. En el caso
de los huevos vy las capsulas no fue necesaria su liofilizaciéon. Todas las
muestras investigadas en este estudio fueron almacenadas en refrigeracion

a4 +0.2°C hasta el dia de su tratamiento.
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3.3.2. Tratamiento. Extraccion asistida por ultrasonidos (UAE)

Antes del analisis instrumental, es crucial la aplicaciéon de un método de
extraccion adecuado que permita extraer los esteroles presentes en cada
una de las muestras analizadas. La extraccion sélido-liquido asistida por
ultrasonidos ha demostrado ser una técnica rapida y eficiente para la
extraccion de analitos en matrices solidas complejas, como son los
alimentos y los extractos vegetales. Permite extraer los compuestos de
interés contenidos en la matriz utilizando un disolvente en base a las

diferencias de solubilidad de los compuestos en dicho disolvente.

A. Extracto y cdpsulas. La extraccion de los compuestos mas apolares de
las muestras de P. decumanum se realizé mediante extraccion asistida
por ultrasonidos utilizando como disolvente el acetato de etilo. Las
muestras de extracto hidro-alcohdlico fueron liofilizadas para eliminar
totalmente el contenido en agua. Para ello, se pesaron 0.4 g de muestra
de extracto o de cdpsula (peso equivalente a una cédpsula) en tubos
eppendorf. Las muestras se agitaron con 1 mL de acetato de etilo en un
vortex durante 1 minuto y se sonicaron durante 45 minutos a
temperatura ambiente en un bafio de ultrasonidos. La disolucidon
resultante fue centrifugada a 16.300 x g durante 10 minutos vy el
sobrenadante se reservd en viales de vidrio de 2 mL a 4°C para su

posterior derivatizacion y andlisis.

B. Alimentos. En el caso de las muestras de alimentos se utilizd un
procedimiento de extaccion adaptado de Fitsche et al., (1999). Se
pesaron 20 g de muestra liofilizada y se le afladieron 70 mL de metanol
0 acetato de etilo ultrapuro y 20 mL de agua milli-Q. Se homogenizo la

muestra agitando y se introdujo en el bafio de ultrasonidos durante 30
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min a 60°C. Pasado este tiempo, el disolvente conteniendo los analitos
se vertio en tubos de ensayo que se taparon adecuadamente y se
centrifugaron durante 10 min a 4000 x g. A continuacién, se tomo el
sobrenadante y se realizaron dos extracciones con 20 mL de n-hexano
para eliminar los lipidos de la muestra. En cada extraccion se descarto
la parte del hexano y se recogié la parte del disolvente polar en un
matraz que se llevo al rotavapor, con el bafio de agua a no mas de 45°C,
para reducir su volumen hasta 2-3 mL. El residuo obtenido se redisolvio
en MeOH o acetato de etilo hasta un volumen total de 5 mL. En el caso
de la carne de cerdo y la de ternera se afadié el doble de MeOH y agua
milli-Q para realizar la extraccion. Todas las muestras, y un calibrado de
los esteroles preparado de la misma manera que en el caso del andlisis

de P. decumanum, fueron analizadas por GC-MS/MS.

C. Derivatizacion de esteroides. Todas las fracciones fueron analizadas por
GC-MS/MS. Con el fin de mejorar la sensibilidad de los esteroles
investigados, se derivatizaron con mezcla silanizante en exceso (N-
methyl-N-(trimethylsilyl)  trifluoroacetamide / trimethyliodosilane/
dithioerythitol, MSTFA/TMIS/DTE, 1000:2:2, v/v/v). Para ello, se
tomaron 10 ulL de muestra en un vial de cromatografia y tras afiadir 80
UL de mezcla derivatizante y 10 ulL de acetato de etilo, se mantuvieron
en estufa a 60°C durante 15 minutos (Hartmann et al., 1998; Fritsche et
al., 1999). La mezcla MSTFA/TMIS/DTE fue preparada inmediatamente
antes de ser afiadida a las muestras y en la campana extractora debido
a los vapores toxicos que desprende el TMIS. En el caso de las muestras
de alimentos en los que se utiliz6é metanol como disolvente de
extraccion, los 10 uL de muestra metandlica se evaporaron bajo

corriente de N, previamente a la reaccion de derivatizacién. Luego, se
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afiadieron 80 uL de mezcla derivatizante y 20 ulL de acetato de etilo y se
siguié el mismo procedimiento del resto de muestras. Finalmente, las
soluciones se inyectaron directamente en el GC con un volumen de

inyeccién de 1 uL.
3.4. Preparacion del calibrado y muestras dopadas

Debido a la ausencia de materiales de referencia certificados, para
estudios de recuperacién, se doparon muestras a diferentes
concentraciones (10, 25, 50, y 100 ng g"l), mediante la adiciéon de
disoluciones estandar a los 0.4 g de muestra de extracto. Con el fin de
alcanzar el equilibrio, las mezclas fueron agitadas en vortex durante 1 miny
se dejaron reposar durante 24 horas a 4°C en oscuridad antes de su
procesamiento y posterior analisis. Esto permite que los analitos entren en

contacto total con la muestra.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Optimizacion del andlisis mediante GC-MS/MS

El objetivo de este estudio fue desarrollar un método cromatografico
con deteccién por espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS) para la
identificacion y cuantificacién de los dos esteroles, AED y ADD, presentes en
el extracto EXPLY-37® y las cdpsulas de P. decumanum. La optimizacién del
método se desarrolld en las instalaciones del Centro del Instrumentacién
cientifica de la Universidad de Granada. Una vez establecido el método y las
condiciones operatorias del espectrémetro de masas optimizadas, se
procedié al andlisis cuantitativo de las muestras, que tuvo lugar en las

instalaciones del laboratorio EURL-FV de la Universidad de Almeria.
4.1.1. Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas

En primer lugar, se propuso desarrollar un método cromatografico que
permitiera la identificacion y deteccion de los esteroles en las muestras de
P. decumanum. La caracterizacién y determinacién de los espectros de
masas se ha realizado en un equipo Agilent 7890A GC provisto de un
espectrometro de masas triple cuadrupolo Quattro micro™ GC. La
separacion cromatografica de los compuestos se realizé en una columna
capilar ZB-5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 um). Las condiciones GC-MS de
partida fueron establecidas de acuerdo con Fritsche y colaboradores (1999).
Los pardmetros como la temperatura del horno, de la linea de transferencia,
de la fuente idnica y el flujo del gas portador fueron evaluados vy
optimizados. La temperatura del puerto de inyeccion fue mantenida a 260°C
(1 min en splitless). El volumen de inyeccién fue de 1 uL. Como gas portador
se utilizd helio de un 99.99999% de pureza y a un flujo constante de 1.0 mL

min™. El programa de temperatura fue el siguiente: la temperatura inicial
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del horno fue de 130°C (mantenida 1 min), seguida de una rampa de
temperatura de 12°C min? hasta alcanzar 275°C. Esta temperatura se
mantuvo durante 2.40 minutos. El tiempo total de andlisis fue de 15.48

minutos.
4.1.2. Optimizacion de los parametros MS/MS

Con el objetivo de maximizar la relacion sefial ruido, se seleccionaron
las transiciones y energias de colision éptimas para cada analito. Se
emplearon tres para cada hormona, la primera para la cuantificacién y las
otras dos para la confirmacion. Ademas, se ensayaron distintas energias de
colision (EC) (5eV, 10eV, 15eV y 20eV) para cada transicién. En la Tabla 3.1
se muestran las transiciones seleccionadas y las energias dptimas para cada
una de ellas. El espectrometro de masas operd en modo de impacto
electrénico (El, Electron lonization) a una energia de 70eV. La temperatura
de la fuente se mantuvo a 220°C. El Dwell time se fijo en 0.025 s para cada

transicion y como gas de colisién se empled argon de 99.99999% de pureza.

Tabla 3.1. Transiciones MRM y energias de colision.

Analito Transiciones EC(V)

AED 430 = 415° 15
430 > 325° 15
430 > 209° 15

ADD 428 > 413° 15
428 > 323° 10
428 - 206° 15

EC: energia de colisién (eV) © transicién usada para
. r ., b .. ) .
cuantificacion.” transiciones usadas para confirmacion.

En la Figura 3.4 y 3.5 se muestran los espectros de masas y los iones
producto de los patrones de cada analito (100 ppb de concentracion), y el

cromatograma correspondiente.
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Figura 3.4. Espectros de masas de 1,4-androstadienO-3,17-diona (A) y 4-
androsteno-3,17-diona (B). Se muestran el patrdon de fragmentacion e iones

producto del patron de AED (Daughters of 428 Da) y de ADD (Daughters of
430 Da) con 15 eV de energia de colision.

Figura 3.5. Cromatograma GC-MS/MS del patrén de AED y ADD.
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En el cromatograma se observa la existencia de dos picos situados a tg=
14.60 min y tg=14.75 min que corresponden con los tiempos de retencion

de ADD y AED respectivamente.
4.2. Andlisis cuantitativo MRM

Una vez optimizado el método GC-MS/MS y confirmada la presencia de
ambos esteroles en las muestras analizadas del extracto y las capsulas de P.
decumanum, se procedid a su cuantificacion mediante la realizacién de un

calibrado por adicion de patron.

Los cromatogramas fueron registrados en un equipo Agilent Intuvo
9000 GC a un espectrometro de masas triple cuadrupolo 7010B GC/MS
Triple Quad con fuente idnica de impacto electrénico, empleando las
condiciones anteriormente optimizadas con ligeras modificaciones para
adaptar el método al nuevo equipo. Los analitos se separaron en una
columna capilar HP-5MS Ultra Inert (30 m x 0.25 mm, 0.25 um) de Agilent.
El puerto de inyeccién se fijé a una temperatura de 80°C (durante 0.1 min
en splitless) y se incrementd hasta 300°C (a 600°C min™). El volumen de
inyeccion fue de 1 uL en modo splitless. El gas portador helio se mantuvo a
un flujo constante de 1.5 mL min™". La linea de transferencia se mantuvo a
280°C. Las condiciones GC se establecieron como sigue: la temperatura
inicial del horno se fijo a 130°C durante 1 min, seguida de una rampa de
12°C min™ hasta alcanzar 290°C. Esta temperatura se mantuvo durante 3
min. El tiempo total de analisis fue de 17.333 min con un tiempo post-run

de 2.0997 min.

En el andlisis de espectrometria de masas, se utilizé el método multiple

reaction monitoring method (MRM), para asegurar asi la maxima
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especificidad y sensibilidad y obtener los resultados mas precisos. Se
establecieron las condiciones MS/MS optimizadas previamente en los
laboratorios de la UGR (Tabla 3.1). Las transiciones se adquirieron para 5
ciclos/s por lo que el Dwell time se fijo en 0.049 s. Se empled nitrogeno de
99.99999% de pureza como gas de colision. El espectrometro de masas
operd igualmente en modo de impacto electrénico (EI) a una energia de

70eV vy la temperatura de la fuente idnica fue de 280°C.

Posteriormente, se realizé la deteccion y cuantificacion de los esteroles
en las muestras de alimentos, bajo las mismas condiciones MS/MS
optimizadas, en las instalaciones del Centro de Instrumentacion Cientifica

de la Universidad de Granada.
4.3. Parametros analiticos y validacion

Para llevar a cabo la calibracion analitica se prepararon cinco niveles de
concentracion entre 5 a 100 ug g . Cada nivel se preparé por triplicado. La
Tabla 3.2 muestra los parametros estadisticos y analiticos obtenidos para las

dos hormonas analizadas.

Tabla 3.2. Parametros estddisticos de calibracion.

b(gng’)  Splgng®) Sy RDL (ng g™
AED 6.62-10* 4.14-10° 2.27-10" 99.8 0.8-100
ADD 296-10* 1.22-10° 6.72-10° 99.9 1.0-100

b: pendiente, S,: desviacion estdndar de la pendiente, S,.: desviacion estdndar de la
regresion; R’: coeficiente de regresion; RDL: Rango dindmico lineal.

La validacion del método se llevd a cabo en términos de linealidad,

sensibilidad, exactitud (veracidad y precisién) y selectividad.
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4.3.1. Rango dindmico lineal y Linealidad

El rango dindmico lineal viene definido por el limite superior del
intervalo de concentraciones en el que ha aplicado el método analitico vy el
limite de cuantificacion de dicho método. En la Tabla 3.2 se muestra el
rango para ambos compuestos. Por otra parte, la linealidad indica el grado
de ajuste de los valores de la sefial medidos sobre la recta de calibrado. En
la presente Memoria se han evaluado dos tipos de linealidad. La linealidad
in-line (en linea) estimada con el valor P del test de fallo de ajuste que en
ambos casos resultd ser mayor del 5% y portanto se puede concluir por la
existencia de linealidad y on-line (sobre la linea), como el coeficiente de
determinacion (R?). En la Tabla 3.2 se muestran los valores obtenidos para

este parametro. En ambos casos la linealidad supera el 99.5 %.
4.3.2. Sensibilidad — Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccidon (LOD) y de cuantificacion (LOQ) del método son
dos aspectos fundamentales que deben ser examinados en un método
analitico para determinar si un analito se encuentra presente en la muestra.
El LOD es la minima cantidad de analito que puede ser detectada en la
muestra. El LOQ es la minima cantidad que se puede cuantificar. Ambos
valores se determinaron a partir de la relacion sefial-ruido del blanco (ADD,
S/N=1.0983; AED, S/N=0.4689). Los LODs encontrados fueron 0.3 ng g * para
ADDvy 0.2 ng mL* para AED mientras que los LOQs fueron 1.0 ng g'1 y 0.8 ng

g’ respectivamente.
4.3.3. Exactitud: precision y veracidad

Precision. Se realizd6 un experimento con muestra de extracto de P.

decumanum dopado a tres concentraciones (10, 25 y 50 ng g’l) para cada
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compuesto en seis dias consecutivos. Se llevaron a cabo un total de 18
mediciones para cada nivel. La precision, expresada como %DER, y la
veracidad, evaluada como la recuperacion de cantidades conocidas de los
dos esteroles probadas en muestras de extracto, se muestran en la Tabla

3.3.

Tabla 3.3. Exactitud del método. Ensayo de recuperacion, precision y veracidad.

Dopado (ng g?) Encontrado (ng g*) DER (%)
AED 10 10.3 (0.2) 2.2 103
25 24.9 (0.09) 0.4 99
50 37.1(9.1) 47 74
ADD 10 10.5 (0.3) 3.2 105
25 24.8 (0.1) 0.5 99
50 37.9 (8.6) 2.7 76

"Media de 18 determinaciones; DER: Desviacidn estdndar relativa, R: recuperacion.

Las recuperaciones de ambos compuestos analizados fueron muy
similares (entre un 74% y un 105%). La precision entre dias (expresada
como DER) fue menor del 5% en todos los casos. Puesto que las
recuperaciones y DER son aceptables, los datos de precision y veracidad
indican que el método utilizado en la determinacion de AED y ADD en las

muestras de P. decumanum es significativamente exacto.

4.3.4. Selectividad

La especificidad el método se determiné comparando el cromatograma
del blanco con el correspondiente a una muestra dopada de extracto de P.
decumanum. No se observaron interferencias de sustancias endégenas a los

tiempos de retencidon de los analitos en modo SRM. Estos hallazgos sugieren
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gue las condiciones espectrométricas aseguran la alta selectividad del
método. La Figura 3.6 muestra los cromatogramas obtenidos para una

muestra de extracto dopada con los compuestos estandar a 25 ng g'l.

Figura 3.6. Cromatograma GC-MS/MS del andlisis MRM de una muestra
dopada (25 ng g™').

4.4. Determinacion de 4-androsteno-3,17-diona y 1,4-androstadieno-3,17-

diona en P. decumanum

El método se aplico al analisis de ambos compuestos en una muestra de
extracto hidro-etanodlico (EXPLY-37%®) del lote Bx115036 y dos réplicas de
cajas de capsulas Explivar pertenecientes al lote C.N 164233.2. Los
resultados se obtuvieron como la media de 6 determinaciones. La Figura

3.7 muestra un cromatograma de la muestra de extracto analizada.
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Figura 3.7. Cromatogramas GC-MS/MS obtenidos en el andlisis MRM de la
muestra del extracto hidroetandlico de P. decumanum.

De los resultados obtenidos, puede deducirse que podria existir algun
isomero del AED puesto que, como se observa en el cromatograma, aparece
un pico de menor drea al tiempo de retencion de ADD. La Tabla 3.4 muestra

los resultados obtenidos en la cuantificacion de los compuestos.

Tabla 3.4. Aplicacion del método a las muestras de P. decumanum.

Concentracién (ng mL™) Concentracion (ng g7)

AED ADD AED ADD
Extracto 33.1+0.2 15.7+0.1 82.7+0.5 39.4+03
Capsula | 15.1+0.07 11.8+0.1 37.8+0.2 295+0.3
Capsula Il 15.1+0.1 11.2+0.08 37.7+03 279%0.2

Los dos esteroles fueron detectados y cuantificados en cantidades
significativas todas las muestras de P. decumanum. El ADD fue cuantificado

a una concentracién de 29.5 ng g™ en las cépsulas del primer lote, cantidad
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muy similar a la encontrada en las cdpsulas pertenecientes al segundo lote
(27.9 ng g). La muestra de extracto (EXPLY37®) dio un resultado estimado
mayor conteniendo 39.4 ng g'l. Respecto al AED fue el esteroide encontrado
en mayor cantidad tanto en las muestras de las cdpsulas como en la
muestra de extracto de P. decumanum. Ambos lotes de cdpsulas dieron un
resultado positivo, detectdndose 37.8 ng g'y 37.7 ng g* en primer vy
segundo lote, respectivamente. En el extracto la presencia este esteroide

se ha determinado en 82.7 ng g ™.

A la vista de estos resultados, se llevd a cabo una busqueda
bibliografica para conocer diferentes fuentes vegetales donde se han
encontrado estos compuestos. El AED se ha determinado en el polen de
pino de P. sylvestris (0.59 ug g %) y Pinus nigra (0.08 ug g ™), utilizando
diversos métodos analiticos (Saden-Krehula et al., 1971, 1979). También se
ha determinado en otras especies de plantas como el tabaco Nicotiana
tabacum; 2.20 ng g FW en Inula helenium (3.20 ng g FW) (Simersky, et al.,
2009); en trigo (0.48 ng g %) y patata (0.05 ng g %) (Hartmann et al., 1999); y
en aceite de oliva, vino y cerveza (Tarkowska et al., 2019). Por otro lado,
resultados de un estudio publicado recientemente sugieren la presencia del
esteroide anabdlico no declarado ADD en varios suplementos que contienen
extractos de raiz o rizoma Rhodiola rosea L. detectandose en cantidades
significativamente mayores a las detectadas en el extracto de P.
decumanum 24-312 ng g (Walpurgis et al., 2016) aunque luego Da y

colaboradores (2018) cuestionaron su presencia.

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados y los hechos mencionados
anteriormente, parece probado que estos dos esteroides andrégenos, de

supuesto origen animal, también pueden tener un origen vegetal.
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4.5. Determinacion de 4-androsteno-3,17-diona y 1,4-androstadieno-3,17-

diona en en muestras de alimentos

Basandonos en el trabajo publicado por Hartmann et al., (1999), sobre
la presencia de hormonas esteroideas en alimentos, se llevd a cabo la
determinacion de los compuestos en muestras de alimentos de origen
animal, concretamente, carne de ternera, de cerdo y huevos de gallina. La
técnica empleada para el andlisis fue la GC-MS/MS detectdndose las

cantidades de AED y ADD que se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Concentracion de los esteroles en los alimentos.

Concentracién (ng mL™) Concentracién (ng g™)

AED ADD AED ADD
Ternera 23+£0.1 1.8+0.1 0.60+£0.03 0.50+£0.02
Cerdo 25+£0.1 22+0.1 0.63£0.03 0.55+£0.03
Huevo 21+0.1 1.0+£0.1 0.18 £0.03 0.10£0.01

*La masa de huevo fue 58.9 g.

Ambos esteroides fueron detectados en las muestras analizadas. La
carne de cerdo presentd los niveles mas elevados de ambos con valores en
torno a los 0.6 ng g*. Por su lado, en el caso de los huevos los niveles fueron
menores (0.18 y 0.10 ng g‘l, respectivamente). Hartmann en su trabajo
encuentra cantidades de AED similares a las encontradas en nuestro caso en
la carne de cerdo (0.09 - 0.39 ng g™, llegando a cuantificar hasta 0.65 ng g™
en bacon. En la carne de ternera en cuentran cantidades comprendidas
entre los 0.2 y los 0.6 ng g™. En el caso de los huevos los valores obtenidos
en este trabajo estan muy por debajo de los valores de referencia

reportados en su estudio (1.83-9.27 ng g ™).
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Los resultados de este trabajo demuestran que estas sustancias
androgenicas pueden aparecer naturalmente en plantas, al formarse
endogenamente a partir de fitoesteroles, asi como en alimentos de origen

animal.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta investigaciéon llevada a cabo en el
presente capitulo Il de la Tesis Doctoral se han obtenido las conclusiones

siguientes:

Se ha desarrollado un método analitico para la determinacion vy
cuantificacion de dos esteroides, 4-androsteno-3,17-diona y 1,4-
androstadieno-3,17-diona mediante GC-MS/MS en suplementos

nutricionales de P. decumanum.

El método implica un tratamiento previo de las muestras basado en la
extraccion asistida con ultrasonidos de los esteroides con acetato de
etilo. El método fue satisfactoriamente validado utilizando la calibracion
en matriz y demostré ser veraz, preciso, selectivo y sensible. Los
esteroles fueron detectados y cuantificados en las muestras de P.

decumanum a niveles de ng g'l.

Basandonos en un método previamente publicado en la literatura
cientifica, se detecto y cuantificd también la presencia de ambos

esteroides en alimentos de origen animal.

La androstenediona y la androstadienediona, son dos esteroides
enddgenos, es decir, los produce el cuerpo humano. Su administracién
exogena estd prohibida tanto en la alimentacion de animales de cria
gue tienen como finalidad servir de alimento como en el mundo del
deporte por estar considerados como dopaje segun la World Anti-
Doping Agency (WADA). Sin embargo, no hay unos limites establecidos
para el consumo de estos esteroles. Dado que a lo largo de este trabajo

de investigacion se ha demostrado que estan presentes en varios



176 Laura Martin Pozo

alimentos de consumo habitual, deberian establecerse unos limites
minimos a partir de los cuales la deteccion de estos esteroles en un

deportista sea considerado dopaje.

El trabajo desarrollado en este estudio es el inicio de una investigacion
que dard lugar a ensayos clinicos tanto en personas no deportistas
como en deportistas de alto rendimiento con el objetivo de proponery
poder establecer asi los limites anteriormente mencionados vy, a su vez,
demostrar que la presencia de dichos esteroles, a nivel traza puede ser
provocada por la ingesta previa de alimentos comunes y, por tanto, es
un hecho que deberia ser tenido en cuenta por las Agencias tanto

Internacionales y Nacionales Antidopaje.
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CHAPTER IV

Potentially Immunomodulatory effect
of Phlebodium decumanum in T cells
and monocytes derived from bone

Marrow.

The scientific research carried out in this IV chapter have been developed in
the Immunology laboratories of Pilar Alcaide (Alcaide Lab) at the Sackler
School of Graduate Biomedical Sciences, Tufts University (Boston, MA)
during the period of the international stay.
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Potentially Immunomodulatory effect of
Phlebodium decumanum in T cells and monocytes

derived from bone marrow

1. INTRODUCTION

Inflammation is an essential immune response to lesions and infections
mediated by a multifunctional network of immune cells, such as
macrophages and lymphocytes, in conjunction with downstream mediators,
including cytokines and reactive oxygen species (Xu et al., 2017; Sharma et

al.,, 2018).

Macrophages are responsible for innate immune response. They
secrete inflammatory mediators by recognizing and phagocytosing
pathogens, and regulate acquired immunity (Nam et al., 2017). In different
microenvironments, macrophages polarize into two types (Juhas et al,
2015). The M1 macrophage activation promotes inflammatory processes,
nitric oxide (NO) generation and pro-inflammatory cytokine levels, including
those of interleukin-6 (IL-6), interleukin-1b (IL-1b), and tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), which induce the recruitment of other inflammatory

cells (Xu et al., 2017). They also increase inflammatory reactions by inducing
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nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase (COX)-2. Meanwhile, the
M2 or alternatively activated macrophages have anti-inflammatory

properties (Juhas et al., 2015).

Lymphocytes are one of the main types of immune cells and are mainly
divided into B and T cells. In very general terms, B lymphocytes are
responsible for the antibody-mediated immune system, while T
lymphocytes are responsible for the cell-mediated immune system. Within
the group of T cells, T helper lymphocytes (Th) play pivotal roles in the
acquired immunity. T helper (Th) cells are thought to differentiate into four
major CD4+ functional classes, categorized into several subsets based on
the cytokine production after stimulation: Th1, Th2, Thl7 and regulatory T
cells (Treg) (Abbas et al., 2009; Lugli, 2017).

Thl cells are tipically related to inflammatory processes. One of the
main functions of these cells are against bacteria and protozoa which is
important with respect to protection against intracellular infections (Abbas
et al.,, 2009; Cheng et al.,, 2017; Lugli, 2017). They are predominantly
induced by interleukin-12 (IL-12) and are fully activated by interleukin-2 (IL-
2) and interferon gamma (IFN-y) (Cheng et al., 2017). IL-12 is produced
primarily by pathogen-activated antigen-presenting cells, particularly
dendritic cells (DCs), macrophages, and neutrophils and is involved in the
differentiation of naive helper T cells into Th1 cells (Lugli, 2017). In addition,
Th1 cells produce a set of pro-inflammatory cytokines, including interferon
gamma (IFN-y) and IL-2 (Billiau and Matthys, 2009). In general, induction of
mitotic activity and cytokine production are associated with Th cell
functionality (Schmitt and Ueno, 2015). For example, IFN-y has shown to
regulate inflammatory immune response, promote Th1 cell differentiation,

enhance major histocomtatibility complex (MHC) class Il expression on
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antigen-presenting cells, and protect against tumor formation (Cheng et al,,

2017).

Disturbances in the immune system cell pathways have shown to be
involved in the pathophysiology of a variety of different immune disorders.
(Abbas et al., 2009). Recent research has reported that a dysfunction of T
cells, such as the imbalance of Th1/Th2 responses or an abnormal
immunostimulation, may lead to different inflammatory diseases (Kidd,
2003). An example is the excessive production of IFN-y, usually associated
with Thl-mediated immune disorders, with can cause delayed type
hypersensitivity, Crohn’s disease, and multiple sclerosis, among others

(Kidd, 2003; Cui et al., 2013; Cheng et al., 2017).

In this regard, immunosuppressants developed for the treatment of
these overreactive inmune responses, as well as other commercial anti-
inflammatory therapeutic agents, are often associated with risk factors such
as a decrease in the normal immune response, and thereby, an increased
susceptibility to infections (Schmidt et al., 2007). Therefore, interest is
growing in the identification of natural compounds, especially of herbal-
based products, that can be developed as relatively save and non-toxic
immunomodulators, with less severe side effects and able to mitigate
aggravated inflammatory disorders (Arulselvan et al., 2016; Yahfoudi et al,,

2018).

The immunomodulatory capacity of P. decumanum has been evidenced
in different in vitro and in vivo investigations. For example, different
compositions of a purified and standardized water-soluble fraction obtained
from the leaves of P. decumanum (EXPLY37®) have shown their

immunomodulating effect, specifically directed to the release of TNF by
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macrophages in response to various stimuli. They seem to have a regulation
action on the levels of TNF, playing a role in the regulation of the
homeostasis of pro-inflamatory cytokines (Punzon et al., 2003). In addition,
many published studies have demonstrated its beneficial effect in sport,
during high intensity exercise. Oral administration of the extract effectively
reduced oxidative stress and inflammatory response with a protective effect
of muscle damage and fatigue (Gonzalez-Jurado et al., 2008; Diaz-Castro et
al., 2012; Vargas-Corzo et al.,, 2014;). These positive effects have been
mainly related to its regulatory effect on immune system, specifically

targeted at modulating the cytokine release (Gonzélez-Jurado et al., 2011).

However, these studies are limited and have only revealed very
preliminary information on the potential modulatory effects of this plant. In
addition, evidences are just focused on the function of macrophages, part of
the adaptive defense mechanisms of the immune system and there is no
information about lymphocytes, responsible for the cell-mediated immune
response. To account for these deficiencies, in the present study we
hypothesized that P. decumanum extract may have an immunomodulatory
effect on the T cell proliferation and differentiation as well as in
macrophage differentiation and polarization in vitro differentiation
conditions, leading to a general decreased inflammation response. In
essence, the main task is examine the potential ability of the extract to
reduce inflammation effects, as it could be a potential candidate as an anti-

inflammatory agent for the treatment of inflammation-related diseases.
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2.

OBJECTIVES

In this context, the work developed in the present chapter attempts to:

Evaluate the modulating effect of EXPLY-37® on the activation and
differentiation towards type 1 T helper (Th1l) lineage. The well-known
Th1 cell implication in inflammatory processes and the production of
pro-inflammatory cytokines, such as IFN- y, made us think about the
potential effect of EXPLY-37® on the differentiation of this cell type.
With this purpose, we studied the response of the extract on the
activation and differentiation of naive T cells to Thl cells in a

concentration dependent manner.

Study of the effect of EXPLY-37® on the proliferation of T cells, activated
by anti-CD3 or in co-culture with presenting antigen dendritic cells.
Available data strongly suggest that some phytochemicals present in P.
decumanum have an effect on T cell proliferation. According to those
reports, we attempted to assess the potentially modulatory effect of
EXPLY-37® on the proliferation of naive CD4+ T cells: first, after anti-

CD3e stimulation, and secondly, after specific antigen response.

Analyze gene expression in the monocyte to proinflammatory
macrophage differentiation in presence of EXPLY-37®. A preliminary
study indicated that LPS-induced NO production was not affected by
EXPLY-37® macrophages but to our knowledge there are no reports in
the literature on its effects at transcriptional level. We wanted to
investigate this finding in depth in a well-established in vitro monocyte

to M1 macrophage differentiation model.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Reagents

Recombinant mouse IL-12, IL-2 (clone JES6-1A12) and granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) were purchased from R&D
Systems (Minneapolis, MN). IFN-y (clone XMG 1.2) and the following Abs to
mouse cytokines and adhesion molecules are all from BioLegend (San Diego,
CA): alL-4 (clone 11B11), aCD3 (clone 145-2C11) and aCD28 (clone 37.51).
Fixation buffer (ref.420801) and intracellular staining Permeabilization wash
Buffer (x10) (ref.421002) were purchased from BiolLegend (San Diego, CA).
PMA, ionomycin, brefeldin A, monesin and the Red Bood Cell Lysis Bufer
were from Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MQO). Vibrant CFSE-
SE Cell Tracer (Invitrogen) was from ThermoFisher Scientific (Carlsbad, CA).
The RNeasy Mini Kit (50) (ref.74104) was obtained from QIAGEN
(Germantown, MD). Monocyte Isolation Kit (BM) (ref.130-100-629) and
anti-CD4 MACS beads (ref.130-117-043) were from MACS Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Germany).

Complete T cell media was prepared from RPMI 1640 medium (Roswel/
Park Memorial Institute medium) supplemented with sodium pyruvate
(1mM), sodium bicarbonate 7.5% (1%, v/v), Non-Essential Amino Acids
Solution (1x), Gluta-Maz (1x), B-mercaptoethanol, penicillin-Streptomycin
(1x) and fetal bovine serum (FBS) (10%, v/v). All reagents were from Gibco®

purchased from ThermoFisher Scientific.

EXPLY-37® (lot.BX1150836, EtOH:H,0 (6:4, v/v)) was obtained from

Helsint S.A.L. (Granada, Spain). Extracts were prepared by dissolving raw
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extract in sterile phosphate buffered saline (PBS) at 10 mg mL " and added

soluble fraction to cell cultures at 10 or 100 ug mL* final concentrations.
3.2. Mice

Mice were bred and maintained in a pathogen-free facility at Tufts
University School of Medicine, Ziskind Building, in accordance with the
guidelines of the Committee of Animal Research at Tufts University School
of Medicine and the National Institutes of Health animal research
guidelines. C57BL/6 (wild-type [WT]) and OT-Il mice used in this study were
purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). All mice used for

experiments were 8-12 wk old.
3.3. Preparation of naive and Th1 T cells

CD4+ cells were isolated from spleen and lymph node cell suspensions
of WT or OT-Il mice using positive selection by immunomagnetic anti-CD4

MACS beads with an AutoMACS separator (Miltenyi Biotec).

To achieve Thl differentiation, naive T cells from WT mice were
stimulated with plate-bound anti-CD3e (5ug - mL™?) as well as soluble anti-
CD28 (1 ug mL?) in the presence of mouse IL-12 (10 ng mLY), anti-IL4 (500
ng mLY), and IL-2 (25ng mL™Y) and cultured in complete T cell medium (10%
FBS) sightlly modified to as previously described (Sekiya and Yoshimura,
2016). On day 3, Thl cultures were diluted 1:1 with fresh medium
containing IL-2 (25 U mL") and transferred to fresh culture plates without
anti-CD3e coating. EXPLY-37® was added to the treated T cells at a
concentration of 10 ug mL ™ or 100 ug mL™ on day 0, both day 0 and after
72h, or every 24 hours.



190 Laura Martin Pozo

Figure 4.1. Experimental design for obtaining naive and Th1 T cells

3.4. T cell proliferation assay anti-CD3e

CD4+ cells for proliferation assay were isolated from spleen and lymph
node cell suspensions of C57/BL6 mice using positive selection by
immunomagnetic beads (Invitrogen) as previously is described and then
stained with 2 uM CFSE for 15 min at 37°C. Labelled T cells were cultured
and stimulated in complete T cell medium (10% FBS) (1 - 10° cells/well) with
covered anti-CD3¢ (5 ug mL™) 24-well plate and in the presence of soluble
anti-CD28 (1 ug mL™), IL-12 (10 ng mL™), anti-IL4 (500 ng mL™), and IL-2 (25
ng mL™Y) in order to enhance cell proliferation. EXPLY-37® was added at 100
ug mL' every 24h. Cells were harvested on day 4 and immediately

extracellular stained for CD4 (APC anti-CD4) and CD45 (Bv711 anti-CD45).
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Figure 4.2. Experimental design for proliferation assay of naive T cells

3.5. Preparation of bone marrow derived dendritic cells (BMDCs)

Adult WT mice (6-8 wk old) were sacrificed. Femurs and tibias were
excised and then flushed with buffer (PBS with 0.5% BSA) using a 25-gauge
needle to collect the BM cells. Cell suspension was disaggregated and
passed through a 40 um cell strainer. BM cells were then centrifuged at 300
x g for 10 min and the pellet resuspended into 10 mL of complete RPMI
1640 medium (10% FBS) supplemented with 20 ng mL ™. MG-CSF Cells were
plated in 100 mm petri dishes at a density of 2 - 10° viable cells per plate
and incubated at 37°C with 5% CO,. An additional 10 mL of fresh medium
containing 20 ng mL™* of GM-CSF was added at day 3 to maximize DC vyield.
On day 7, non-adherent dendritic cells (DCs) were harvested for co-culture

experiment with naive OT-II T cells.
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3.6. OT-II T cell proliferation assay DCs co-culture

BMDCs were generated after a 7-day culture in complete RPMI 1640
medium supplemented with GM-CSF as is described above. At this point,
non-adherent DCs were collected from 100 mm petri dishes by pipetting,
counted and distributed in 6-well plates (1 - 10° cells/well), cultured
overnight with IFN-y (1U mL™) in the presence or absence of EXPLY-37® (100
pug mL?) as pre-treatment. Cells were then washed in PBS twice and

subsequently used for coculture experiment.

Splenocytes harvested from OT-Il transgenic mice were purified by
magnetic separation (Miltenyi Biotec) to get the CD4+ T cells. Cells were
then extracellular labeled with APC anti-CD44, PE anti CD62L and APC/Cy7
anti TCRB (PE) and sorted using the MoFlo Legacy cell sorter (Beckman
Coulter, Brea, CA) for a further purification of the naive CD4+ T cells (CD44
%/CD62L+/ TCRB+).

Naive OT-Il CD4+ T cells were then stained with 2 uM CFSE for 15 min at
37°C and 1 - 10° cells were co-cultured with 1 - 10° DCs in 6-well plates (at
responder stimulator cell ratio 10:1) in T cell medium. The CD4+ T cell/DC
co-cultures were stimulated with ovalbumin protein (OVA) (4 ug mL?) plus
lipopolysaccharide (LPS) (100 ng mL™) in the presence or absence of EXPLY-
37® (100 ug mL*) added every 24h for 3 days proliferation assay. At the end
of the experiment, T cells were collected and stained with Bv711 anti-

CD45.1 and APC anti-CD4 to gate on activated OT-Il CD4+ T cells.
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Figure 4.3. Experimental design for proliferation assay of OT-II T cells.

3.7. Intracellular staining

For intracellular staining for IFN-y, Th1 cells differentiated from the WT
naive T cells were stimulated during 4.5 h with PMA, ionomycin, brefeldin
and monensin to enhance the sensitivity of intracellular cytokine detection.
Cells were first stained for CD4 (FITC anti-CD4) to gate on live CD4+ T cells
and then were fixed and permeabilized using Permeabilization wash Buffer
(x1) (Biolegend) according to the manufacturer’s protocol. After
permeabilized, cells were stained with PE anti-IFN-y antibody and analyzed

by flow cytometry.
3.8. Bone Marrow Monocyte Isolation and M1 Differentiation

WT bone marrow (BM) cells were collected from femurs and tibias by
flushing them with buffer (PBS with 0.5% BSA) using a 25-gauge needle. BM
cells were disaggregated and passed through a 40-um cell strainer. From

the resulting BM cell suspension, the Miltenyi Biotec isolation kit was used
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to isolate BM-derived monocytes (BMDMs), which were incubated for 3
days with 1 pg mL™* LPS (sc-3535; Santa Cruz Biotechnology) for
differentiation to M1-activated macrophages and treated with EXPLY-37® at
100 pg mL' added every 24h. RNA was isolated at the end of the

experiment.

Figure 4.4. Experimental design for BMDMs differentiation towards
M1 polarized macrophages

3.9. RNA extraction and Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction

(RT-PCR)

RNA from BMDMs was isolated using the Qiagen kit according to the
manufacturer’s instructions. Inducible nitric oxide synthase expression was
determined through quantitative reverse transcription PCR for identifying
the M1 population. RNA was reverse-transcribed to cDNA following Applied
Biosystems’ protocol using SuperScript™ IV reverse transcriptase and
amplified by real-time polymerase chain reaction (PCR) with SYBR green PCR

mix (Applied Biosystems). Samples were quantified in triplicate using 40
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cycles performed at 95°C for 30 s and 60°C for 1 min using a 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystems). The following primer sequences were
used: Gapdh, forward 5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC -3, reverse 5" —TCC
ACC ACCCTG TTG CTG TA—3". Nos2, forward 5’-GCC ACC AAC AAT GGC AAC
A -3, reverse 5 —CGT ACC GGA TGA GCT GTG AAT T -3".

3.10. Flow cytometry and cell sorting

Flow cytometry was performed to corroborate the differentiation of
Th1 cells as described, evaluating the expression of IFN-y, and to determine
the proliferation of T cells. The data were acquired on an LSRIl FACSCanto
analyzer (Becton Dickinson) and analyzed using FlowJo software (Tree Star,
Ashland, OR). For the isolation of naive OT-Il CD4+ T cells, sorting was
performed on a MoFlo Legacy cell sorter (Beckman Counter, Brea, CA)
according to the following phenotype: CD44"°/CD62L+/ TCR-B+. 1gG control
and all the fluorophore antibody conjugates were from BioLegend: CD4-FITC
(clone GK 1.5), CD4-APC (clone RM4-5), CD45-BV711 (clone 30-F11), CD44-
APC (clone IM7), CD62L-PE (clone MEL-14), TCR-B-APC/Cy7 (H57-597) and
IFN-y-PE (clone XMG 1.2). Cells were surface stained by incubation with the
relevant antibodies diluted in PBS plus 2% FBS for 20 minutes at room

temperature, followed by 2 washes with PBS plus 2% FBS.
3.11. Statistical analysis

Data are expressed as the mean * SEM unless otherwise stated.
Statistical analyses by Student t test or ANOVA followed by the Newman-
Keuls post test were performed with GraphPad Prism software (GraphPad).

Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
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4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. EXPLY-37® modulates differentiation of CD4+ T cells to Thl decreasing

IFN-y production

Given the role of Thl cells promoting cell-mediated inflammatory
responses, we assessed the potentially activity of P. decumanum on
differentiation of CD4+ T cells to Thl lineage. Accordingly, Thl cells were
derived from the WT naive T cells and treated with EXPLY-37® at 10 ug mL™
or 100 pg mL " added on day 0, both day 0 and after 72 h, or added every 24
h, throughout the differentiation process. We chose to test these different
experimental groups given the lack of reported knowledge about the half
life timeline of the extract and in order to determine the most sensitive
condition for the T cells. In this study, it was found that the extract
modulates the differentiation towards Thl lineage in a time course
dependent manner. Interestingly, EXPLY-37® decreases the per cell IFN-y
fluorescent intensity in the IFN-y+ cells in the highest concentration (100 ug
mL") (Figures 4.5 and 4.7). By contrast, we found that there was no
difference on the % of IFN-y + cells with the treatment in none of the
conditions (Figure 4.6). Since the greatest effect observed is at 100 ug mL™,
it was decided to establish this concentration as optimal for further

experiments.

In addition, since the commercial formulation dose is 2 or 4 capsules
daily (EXPLIVAR® (EXPLY-37®), we choose to add the extract every 24 h.
Taken together, our data indicate that P. decumanum modulates the
differentiation towards Th1l lineage in a time course dependent manner

decreasing IFN-y per cell at high concentration.
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Figure 4.5. Naive CD4+ T cells isolated from the spleen and lymph nodes of C57/BL6
mice were cultured under Th1 cell induction conditions during 5 days, in presence or
absence of EXPLY-37% at 10 ug mL™ or 100 ug mL™ at the indicated time course.
Intracellular IFN-y was detected in PMA plus monensin, brefeldin A and ionomycin-
stimulated Th cells by flow cytometry (see Materials and Methods). The % of
CD4+/IFN-y+ cells and the per cell fluoresce intensity of IFN-y were quantified. (A) A
series of gating steps depicted in arrows involved gating on singlets (FSC-A/FSC-H),
on total leukocytes (FSC-A/SSC-A), on CD4+ T cells (CD4/FSC-C) and on IFN-y+ cells
(CD4/IFN-y). FSC indicates, Forward Scatter; SSC, side scatter; Fl, fluoresce intensity.
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Figure 4.6. EXPLY-37® has no significant effect on the number of CD4+ IFN-y + T
cells. (A) Representative blots of the gated CD4+/IFNy+ subsets are shown. (B)
Frequency of IFN-y+ population gated on CD4+ T cells. The bar graph data shown is
representative of 3 separate cell preparations and data represent means + SEM. No
significant statistical differences were shown according to the Student’s t-test.
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Figure 4.7. EXPLY-37® decreases the IFN-y fluorescence intensity per cell in a
dependent manner. (A) Representative blots of the median fluorescence intensity
(MFI) are shown. (B) Relative per cell IFN-y MFI. The expression levels were analyzed
in the CD4+/ high IFNy+ gated cells. Data is normalized to control without extract
(w/o) WT Fl and represented as the fold difference in IFN-y T cells from three
independent preparations. Data represent means + SEM and P values are indicated
comparing each bar with control (w/o0). *P <0.05, by Student’s t-test. MFI indicates
median fluorescence intensity.
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4.2. EXPLY-37%® inhibits T cell proliferation after in vitro anti-CD3e stimulation

In order to determine the potential role of EXPLY-37® in regulating T
cell proliferation, it was utilized the response invoked by anti-CD3e to
activate naive CD4+ T cells in vitro. Isolated CD4+ T cells were first stained
with CFSE and then stimulated with plate-bound anti-CD3€ and soluble anti-
CD28, anti-IL4, IL-12 and IL-2, in presence or not of the extract. The number
of cell divisions was tracked using CFSE. This is a vital dye commonly used in
proliferation assays that binds covalently to lysine residues of intracellular
proteins. Thus, in each successive division CFSE fluorescence is reduced by
half, giving a range of intermediate fluorescence intensity in actively dividing
cells. Once in culture, the proliferation was monitored on day 3 by flow
cytometry. Surprisingly, treatment with EXPLY-37® added every day resulted
in a significant inhibition of T CD4+ cell expansion. As expected, stimulated
cells with anti-CD3e manifested an enhanced cell division in contrast to
unstimulated cells. However, proliferation is reduced in stimulated T cells
treated with the extract compared to non-treated cells (Figure 4.8, B and C).
These results indicate that EXPLY-37® could suppress the Thl response in

splenocytes.
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Figure 4.8. Suppression of T cell proliferation by EXPLY-37® in vitro. CFSE-labeled
CD4+ T cells isolated from C57/BL6 mice were cultured and stimulated with covered
anti-CD3e and the soluble anti-CD28, IL-12, anti-IL4, and anti-IL-2 for 3 days, in
presence or absence of P. decumanum (100 ug mL™) added every 24h. (A) Gating
scheme depicted in arrows: singlets (FSC-A/FSC-H), total leukocytes (FSC-A/SSC-A),
on CD4+ T cells (CD4/FSC-C), and on CD4+ and CD45 + T cells (CD4/CD45). Finally,
the CSFE fluorescence intensity gated on the proliferated CD4+ subset is detected.
(B) Representative blot of CFSE/CD4+ populations. T cell proliferation was assessed
following CFSE fluoresce at day O and in the presence of EXPLY-37® (extract),
without EXPLY-37® (control) and without aCD3 stimulation (unstimulated cells) at
day 3. (C) Relative per cell CFSE Fl of the different groups. The expression levels
were analyzed in the CFSE/CD4+ subset at day O and at day 3. Fl, fluorescence
intensity, CFSE, carboxyfluorescein succinimidyl! ester.

4.3. OT-ll CD4+ T cell proliferation is suppressed by EXPLY-37® after specific

Ag-presentation response.

To further investigate the activity of EXPLY-37® on the DC function to
prime CD4+ and antigen-specific T cell expansion, we developed an OT-II
CD4+ T cell/bone marrow-derived dendritic cell (DC) co-culture system.

Congenic DCs from wildtype C57BL/6 mice and OT-Il CD4+ T cells were
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stimulated IFN-y in the presence of OVA peptide in the presence or absence
of EXPLY-37® and then, CD4+ T cell expansion was assessed by CFSE as

described in Materials and Methods.

Given that antigen-naive CD4+ T cells differentiate into memory and
effector T cells after antigen recognition with the consequent surface
phenotype change, we first sorted the naive population by its differential
expression pattern of cell surface markers (CD44'°W/CD62L+/ TCRB+)
(Marusina et al., 2017) (data not shown). It has been well established that
DCs differentiated from bone marrow progenitor cells with GM-CSF are
efficient antigen-presenting cells (APCs) because they constitutively express
high levels of costimulatory molecules (Banchereau et al., 1998). In
accordance with that report, it was found that DCs loaded with OVA
peptide, efficiently stimulated CD4+ T proliferation (Figure 4.9 A-C).
Likewise, addition of EXPLY-37® suppressed CD4+ T cell expansion induced
by OVA, which was expected in agreement with our latest results. Under
this culture condition, the frequency of cells that proliferated at least once
is slightly higher in the control group (stimulated cells with only OVA + LPS)
than in cells that have been treated with the extract (OVA + LPS + extract),
with a difference of almost 10% (Figure 4.10 A-B). In addition, no difference
was shown in the pretreated DCs with P. decumanum, which means that it
does not enhance the antigen presentation. In summary, these findings
demonstrate that the inhibitory effect of cell proliferation in T cells found is
APCs independent, depending on the T cell receptor (TCR)-antigen
interaction and the transduction pathway of this cell type, and not on the

APCs responsible for the initial triggering.
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Figure 4.9. Treatment with EXPLY-37® suppresses OT-II CD4+ T cell proliferation after
especific Ag-presentation response. OT-Il CD4+ T cell/DC co-cultures stimulated with
LPS (100 ng mL™) and OVA protein (4 pg mL™) were harvested to assess CD4+ T cell
proliferation. DCs were cocultured with CFSE-labeled OT-Il CD4+ T cells in the
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presence or absence of the extract (100 pg mL") for 72 h, and T cell proliferation
was analyzed as CFSE dilution in the CD4+ CD45+ T cell gate. (A) Gating strategy
involved illustrated in arrows: singlets (FSC-A/FSC-H), total leukocytes (FSC-A/SSC-A),
on CD4+ and CD45 + T cells (CD4/CD4S5). Finally, the fluorescence intensity of CSFE is
detected. (B) Representative blots of the gated CD4+/CD45+ population of T cells
are shown. (C) Histograms show representative CFSE-dilution profiles of T cells
(relative per cell CFSE Fl): IC (isotype control), OVA + LPS (control), OVA + LPS +
Extract pretreatment (pretreated BMDCs with P. decumaum for 24 h), and OVA +
LPS + Extract (treatment with P. decumanum). The range and number in each
histogram represent cells that proliferated at least one time (CFSE-) or not (CFSE+).
BMDCs, bone marrow derived dendritic cells; OVA, ovalbumin.

A

Figure 4.10. Suppression of OT-Il CD4+ T cell
expansion by EXPLY-37" after especific Ag-
presentation response is APCs independent.
Histogram compares the representative CFSE-
dilution profiles of T cells (in terms of per cell
CFSE fluoresce intensity) (A) and bar graph
depicts the % of cells that proliferated at least
once (CFSE-) in each group (B): IC (isotype
control), OVA + LPS (control), OVA + LPS +
Extract pretreatment (pretreated BMDCs with P.
decumaum for 24 h), and OVA + LPS + Extract
(treatment with P. decumanum). BMDCs, bone
marrow derived dendritic cells; OVA, ovalbumin.
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4.4. EXPLY-37® modulates the differentiation of BM monocytes toward M1

proinflammatory macrophage phenotype by decrasing iNOS expression

M1 and M2 macrophages are two major subtypes of macrophages,
which have distinct functions in inflammatory response (Juhas et al., 2015).
M1 macrophages are regarded as promoters of inflammation, while M2
macrophages function oppositely (Moore et al., 2013). iNOS is one of the
commonly used markers for detecting M1 macrophages (Juhas et al., 2015).
In order to investigate whether EXPLY-37® could affect on the
differentiation of BM monocytes toward M1 phenotype, it was examined
the mRNA expression of iNOS by quantitative RT-PCR. Isolated BM derived
monocyte from femurs and tibias from C57BL/6 mice were polarized in the
presence of 1 pug mL " of LPS for 3 days. EXPLY-37® (100 ug mL™) was added
on the treated cells every 24 h until the end of the experiment. Surprisingly,
it was found that combined treatment with the extract and LPS reduced the
expression of iINOS compared to LPS alone (Figure 4.11). By contrast, it was
found that EXPLY-37® alone enhanced the expression of iNOS relative to
control (without LPS). These findings suggest that the extract modulates the
differentiation of BM monocytes toward M1 pro-inflammatory phenotype
by decreasing LPS-induced iNOS expresion. Our data demonstrate that P.
decumanum cannot only modulate Thl differentiation from naive T cells in

vitro, but can also mitigate M1 polarization from BM derived monocytes.
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Figure 4.11. EXPLY-37® decreases LPS-induced iNOS expression toward the M1
proinflammatory phenotype differentiation. Bone marrow—derived monocytes
polarized to M1 macrophages in the presence of 1 ug - mL™ LPS for 3 days and
treated with 100 ug mL" of EXPLY-37® added every day. Polarization was
determined by mRNA expression of inducible nitric oxide synthase for M1
macrophages (Nos2 relative to Gapdh). n=2 untreated, treated with LPS, treated
with 100 ug mL™ of extract, and LPS combined with extract. Statistical analysis used
the unpaired t test. iINOS, inducible nitric oxide synthase.

Taking together the results of this work, it has been revealed that P.
decumanum effectively inhibited the differentiation of CD4+ T cells towards
Thl (anti-CD3 and Ag-mediated response) and BMDCs towards M1
polarized macrophages, indicating that the extract may have potent anti-

inflammatory activity in adaptive as well as innate immunity.
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5. CONCLUSIONS

In conclusion, after interpreting the data obtained throughout this

work, the results have shown that the presence of P. decumanum:

Decreases the expression of IFN-y per cell in Th1l lymphocytes. In some
experiments, it was observed that the extract modulates the
differentiation of CD4 + T cells into Th1 lymphocytes with the decrease
in the production of pro-inflammatory cytokines, such as IFN-y, and

thereby may help to reduce inflammation.

Decreases the proliferation of CD4 + T cells. In some assays, the extract
attenuates the proliferation of T cells activated by anti-CD3 antibody or
by specific antigen presentation by APCs-dendritic cells-. This behaviour
is beneficial when the inflammatory response is very high and there is
an overstimulation of the immune cells that results in chronic
inflammation. Given this situation, P. decumanum is able to modulate
and normalize the excessive expansion of activated T lymphocytes.
Likewise, the data obtained have shown that the inhibitory effect of cell
proliferation in the T cells found depends on the TCR-ag interaction and
the transduction pathway of this cell type, and not on the APCs cells

responsible for the initial activation.

Modulates the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) in
primary cultures of monocytes M1. M1 phenotype is typically promoter
of inflammation. iINOS is a protein whose expression is induced as an
adaptive response to stress and inflammation processes. This work
attempted to evaluate the role of P. decumanum in iINOS expression
induced by LPS in primary macrophages, and the results obtained

suggested an anti-inflammatory effect in monocytes.
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These results, if consistently repeat in enough numbers that allow
appropriate statistical analysis, would provide the first in vitro evidence
of P. decumanum extract in the differentiation and proliferation of T
cells, and in primary isolated macrophages, thus suggesting
mechanisms for immunomodulation. At the same time, it is advisable to
carry out a deeper study to know its mechanism of action, and then
perform in vivo tests. The extract of P. decumanum represents a
promising therapeutic agent for inflammatory and related diseases.
Therefore, it is of great interest to carry out a more research to identify

those compounds capable of acting beneficially on the immune system.
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CAPITULO V

Evaluacion del efecto antiproliferativo
potencial del extracto de Phlebodium
decumanum sobre células madre
cancerigenas aisladas de distintas

lineas celulares.

La experimentacion que se recoge en este capitulo V se ha desarrollado en
los laboratorios de Quimica Analitica de la Facultad de ciencias de la
Universidad de Granada (FQ338) en los laboratorios de cultivo celular de la
Facultad de Medicina gracias a la colaboracion con el grupo CTS-963

liderado por el Prof. Juan Antonio Marchal Corrales.
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Evaluacidn del efecto antiproliferativo potencial del
extracto de Phlebodium decumanum sobre células
madre cancerigenas aisladas de distintas lineas

celulares

1. INTRODUCCION

Las células madre cancerigenas (CMCs) son una pequefia sub-poblacion
de células dentro del tumor, que poseen la capacidad de autorrenovacion y
la habilidad de diferenciarse en multiples tipos celulares. Una teoria sugiere
gue son capaces de dar resistencia a la quimioterapia y radioterapia vy
causar la aparicibn de metastasis y recaidas. Por estas razones,
recientemente se estan convirtiendo en una potencial diana para la terapia

contra el cancer (Cianciosi et al., 2018).

Numerosos estudios cientificos han demostrado una estrecha
asociacion entre el alto consumo de compuestos naturales y la disminucion
del riesgo de incidencia de cdncer. Son muchas las evidencias que revelan
gue determinados fitoquimicos y extractos vegetales, son capaces de atacar
y matar las CMCs. Estos compuestos bioactivos son, por tanto, capaces de

contrarrestar el proceso de carcinogénesis y/o mejorar terapia del tumor.
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De hecho, se han descrito muchos de los genes y proteinas que sostienen la
capacidad de autorrenovacion vy resistencia a los medicamentos de estas
células y se ha demostrado que ciertos fitoquimicos son capaces de
interferir con estos sistemas de sefializacién, tanto in vitro como in vivo

(Scarpa and Ninfali, 2015; Cianciosi et al., 2018;).

El uso de compuestos naturales y su asociacion con el descubrimiento
de nuevas moléculas bioactivas, ha sido siempre un tema de gran interés
para la comunidad cientifica. Phlebodium decumanum (Willd.) J. Sm. (P.
decumanum) ha sido ampliamente utilizado desde tiempos remotos para
tratar multitud de enfermedades, incluidas el cancer. Aungque son mas los
trabajos publicados que se centran la actividad anti-inflamatoria del
helecho, sus propiedades anticancerigenas son también una evidencia. Un
ejemplo son los experimentos in vitro realizados por Gridling vy
colaboradores, que revelaron su capacidad antitumoral sobre la linea de
leucemia HL-60. El extracto exhibid un potente efecto anti-proliferativo
llegando a inhibir el crecimiento en un 80%. Ademas, la fraccion
hidrosoluble del extracto ha sido registrada como complemento nutricional
en pacientes de SIDA y cancer, siendo indicada contra el debilitamiento
general y el sindrome caquéctico. Las formulaciones para dicho fin se

describen en la patente US 6.228.366B1 (Yesares Ferrer et al., 2001).

A pesar del vinculo existente entre P. decumanum y el cancer, nada se
conoce sobre la aplicacion del extracto contra las CMCs, las células mas
resistentes del tumor. Este ambito aun desconocido, nos impulsé a realizar
un estudio sobre el potencial efecto citotéxico del helecho contra esta

pluripotente poblacién celular de creciente interés en los Ultimos afios.
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2. OBIETIVO

En el contexto descrito, el objetivo principal en el que se centra este
capitulo de la tesis doctoral es estudiar el posible efecto anticancerigeno del
extracto en su totalidad y de distintas fracciones obtenidas mediante
cromatografia de liquidos semi-preparativa sobre células madre cancerigenas
aisladas de distintas lineas de cancer. Bien es sabido, que estas células
pluripotentes persisten en los tumores y son la principal causa de recaida y
metdstasis. De la bibiliografia consultada, se extrae que existen claras
evidencias del efecto anti-proliferativo del P. decumanum sobre
determinadas lineas tumorales. De acuerdo a este hecho, se pretende
investigar la potencial actividad citotdxica del extracto y sus fracciones
sobre la subpoblacion de CMCs aislada de distintas lineas tumorales, en

concreto cancer de colon, pancreas, mama y pulmon.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos y disolventes

El agua ultrapura (18.2 MQ/cm) se obtuvo empleando un sistema Milli-
Q Advantage A10 de Millipore (Bedford, MA, USA). El acido férmico (> 98 %)
usado como aditivo en las fases moviles fue proporcionado por MERCK
(Darmstadt, Alemania) y el metanol de grado analitico por Scharlab

(Barcelona, Espafia).

Los medios de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) y
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) y Advanced
DMEM/F12 (1x) Medium de la marca Gibco® fueron obtenidos de Thermo
Thermo Scientific. EI medio de esferas DMEM/F12, la -glutamina, la
penicilina, la estreptomicina y el resto de factores (hidrocortisona, heparina,
insulina, Efg y FGF) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich (St Luis, MO,
USA). Otros reactivos como la solucién de tripsina-EDTA, el buffer fosfato
salino, (PBS del inglés, phosphate buffered saline) y el suero bobino fetal
(FBS del inglés, fetal bobine serum) fueron obtenidos también de Sigma-
Aldrich. El dimetilsulféxido (DMSO) de grado de cultivo celular utilizado en el
medio de congelacién fue obtenido de PanReac AppliChem (Barcelona,
Espafia). El reactivo CKK8 (Cell Counting Kit-8) para medir la viabilidad

celular fue proporcionado por Sigma-Aldrich Chemical Company.

3.2. Instrumentacion y software

La separacion de los fitocomponentes de P. decumanum para su
fraccionamiento se realizd en un equipo de cromatografia de liquidos
Agilent 1100 series equipado con un sistema de bombeo (331/332 Gilson),
un detector DAD (modelo 171/172; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
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USA), un inyector manual (modelo 7725) de la marca Rheodyne®
proporcionado por Teknokroma (Barcelona, Spain), y un colector de
fracciones PREPFC 200-Series™ de la marca Gilson (Middleton, WI,
USA)(Figura 5.1).

Figura 5.1. Cromatdgrafo de liquidos semipreparativo, con colector de fracciones
y detector de fotodiodos array, Agilent 1100 Series (A) y configuracion del
inyector manual (B).

La condensacion de cada una de las fracciones obtenidas en la
cromatografia semi-preparativa se llevd a cabo en un rotavapor de la
marca BUCHI R-200 con heating bath B-490 (BUCHI, México) y la posterior
deshidrogenacion del extracto y las fracciones mediante un sistema de
liofilizacion SCANVAC CoolSafe™ (LaboGene™, Skanderborg, Dinamarca).
Otro material de laboratorio utilizado fueron un agitador vortex (IKA,
Staufen, Germany), una balanza analitica Mettler-Toledo AND GX400
(Columbus, OH, USA) y una centrifuga Spectrafuge™ 24D de Labnet

International, Inc. (Nueva Jersey, USA).
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Figura 5.2. Rotavapor (A) y liofilizador (B) empleados para
densificar y liofilizar las fracciones obtenidas de la
recoleccion.

Los cultivos celulares se realizaron bajo condiciones de esterilidad en
una cabina de flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espafia). El incubador de CO,
Steri-Cult CO; incubator fue obtenido de Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA). Los frascos de cultivo de 75 o 25 cm? (T75 y T25) asi como las
placas de 6 y 96 pocillos fueron suministrados por Corning Inc. (Corning, NY,
EEUU). La cdmara de recuento BLAUBRAND® Neubauer improved empleada
fue proporcionada por Sigma-Aldrich. Otro equipamiento utilizado en el
laboratorio de cultivo celular fueron una centrifuga con refrigeracion
Beckman AlegrawI 21R (LabX; Midland, ON, Canadd), una centrifuga
Eppendorf Microcentrifuge 5415R (Sigma-Aldrich Chemical Company), un
bafio de agua termostdtico P-Selecta Precisterm (JP Selecta; Barcelona,
Espafia), un congelador de -80°C Thermo scientific formo -86C UTL Freezery
un fotdmetro para microplacas Multiskan™ FC (ambos de Thermo Fisher
Scientific). Las células se visualizaron en un microscopio invertido Axiovert

40 CFL provisto de una camara AxioCam MR de la marca Carl Zeiss
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(Thornwood, NY, USA). Todo el material no estéril ha sido autoclavado en un

sistema autoclave Trade Steam Sterilizer de Raypa (Barcelona, Espafia).

El software empleado para el control del equipo HPLC y la adquisicion
de los cromatogramas fue ChemStation B.03.02 (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA, USA).

Los datos de absorbancia (valores de D.0O) obtenidos del
espectrofotometro de placas se analizaron mediante el programa GraphPad
Prism 8 v.8.1.2 (332) (GraphPad Company, San Diego, CA, USA). Las

microfotografias se procesaron con el software AxioVision.
3.3. Preparacion y andlisis del extracto
3.3.1. Proceso de extraccion y preparacion de la muestra

El extracto se prepard a partir de hojas de P. decumanum siguiendo el
mismo procedimiento de extraccion descrito en el apartado 3.4.1 de la
seccion de Materiales y métodos del capitulo |, de acuerdo con la patente

US 6228366 de Helsint (Yesares-Ferrer et al., 2001).

Para los ensayos bioldgicos con las células madre tumorales se partid
de extracto sin liofilizar. Una vez formadas las esferas de segunda
generacion de las lineas tumorales en estudio, y previamente a su
tratamiento, se preparé una disolucién stock de 64 mg mL*' de
concentraciéon en PBS. A partir de ésta se hicieron disoluciones seriadas de
concentracién decreciente en el medio de cultivo adecuado para cada tipo
celular que fueron utilizadas finalmente en el ensayo de citotoxicidad. Las
fracciones fueron procesadas de la misma manera, pero en este caso, tras

su previa liofilizacion.
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3.3.2. Aislamiento de los compuestos mediante HPLC semi-preparativa.

Las fracciones ensayadas de P. decumanum se aislaron mediante HPLC
semi-preparativa empleando un sistema Agilent 1100 equipado con un
sistema de bombeo (331/332 Gilson), un detector DAD (modelo 171/172),
un inyector manual y un colector de fracciones de la marca Gilson (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), el mismo utilizado para el
establecimiento del perfil quimico caracteristico del extracto (capitulo ).
Para la separacion de los fitocompuestos se utilizd una columna semi-
preparativa ZORBAX® ODS original 70A C18 (de dimendiones 9.4 x 250 mm y

tamafio de particula 5 um (Agilent Technologies).

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron las optimizadas en
el capitulo |, con algunas ligeras modificaciones para su adaptacién a la
nueva columna de cromatografia semipreparativa. Asimismo, como fase
movil se utilizé agua (A) y metanol (B), y se siguid el mismo gradiente de
elucién alargando el tiempo de equilibracidén de la columna hasta 9.9 min en
lugar de 4.9 min. La inyeccion se realizd manualmente a través de una

valvula Reodyne y el volumen de inyeccion fue de 1 mL.

Los compuestos eluidos se detectaron simultdneamente a las
longitudes de onda de 257.8 nm, 310.8 nm y 350.8 nm. Las fracciones
eluidas se recogieron empleando un colector de fracciones que operd en
modo de tiempo (i.e. colectando el eluyente en un tubo cada 10 min).
Previamente se calculd el volumen o tiempo muerto entre el detector y el

colector para solventar el desfase de tiempo existente ambos.

Finalmente, las fracciones obtenidas fueron unificadas y transferidas a
un matraz de vidrio dmbar redondo y se concentraron en un rotavapor a

temperatura ambiente (evitando temperaturas altas por la posible
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degradacién de los compuestos). Las fracciones concentradas se vertieron
en vasos de precipitado y fueron congeladas a -20°C para su posterior
liofilizacion, con el fin de eliminar los restos de disolvente. Las muestras
liofilizadas se conservaron a 4°C hasta su andlisis por HPLC-DAD vy

consiguientes ensayos de actividad biolégica en las CMCs.
3.3.3. Andlisis mediante HPLC-UV Vis (DAD)

El extracto de P. Decumanum vy las fracciones colectadas obtenidas
mediante cromatografia semi-preparativa fueron caracterizados mediante
HPLC-DAD en el sistema Agilent 1100 provisto de detector DAD. El extracto
se disolvié en la fase movil inicial del método cromatografico (agua
desionizada/metanol (95:5, v/v)) a una concentracién de 30 mg mL™. Las
fracciones se disolvieron en el volumen adecuado de disolvente hasta
alcanzar una concentracién de 10 mg mL™. Finalmente, las disoluciones se
centrifugaron antes del analisis durante 2.5 min a 16.300 x g para eliminar
posibles particulas insolubles no disueltas. Las muestras se analizaron
fijando las condiciones éptimas del método analitico desarrollado en el

Capitulo | (seccion 3.4.3).
3.4. Cultivo celular
3.4.1. Lineas celulares
Se estudiaron las siguientes lineas celulares:

0 HCT-116: Células de carcinoma de colon humano con mutacion en

HER3, Ras G13D y PIK3CA.

REFERENCIA N2: ECCAC 91091005; ATCC® CCL-247™
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MORFOLOGIA: Similar a epitelial
CARIOTIPO: Modal no. 45

PERFIL DE ADN: STR-PCR Data: Amelogenin: X, Y; CSF1PO: 7,10;
D13S317:10,12; D16S539: 11,13; D55818: 10,11; D75820: 11,12; THO1:
8,9; TPOX: 8; VWA: 17,22

MDA-MB-231: Células de adenocarcinoma de mama humano con

mutacion en BRAF, CDKN2A, KRAS, NF2 y TP53.
REFERENCIA N2: ECCAC 92020424; ATCC® HTB-26™
MORFOLOGIA: Epitelial

CARIOTIPO: Rango 52-68, Modal no 64, cerca triploide

PERFIL DE ADN: STR-PCR Data: Amelogenin: X; CSF1PO: 12,13; D13S317:
13; D16S539: 12; D5S818: 12; D7S820: 8,9; THO1: 7,9.3; TPOX: 8,9;
vWA: 15,18

BxPC3: Células de adenocarcinoma de pancreas humano con mutacién

en CDKN2A, MAP2K4, SMAD4 y TP53.

REFERENCIA N2: ECCAC 93120816; ATCC® CRL-1687™
MORFOLOGIA: Epitelial

CARIOTIPO: 2n = 59, cerca triploide

PERFIL DE ADN: STR-PCR Data: D55818: 11; D13S317: 11; D75820: 10,13
D16S539: 9,11; vWA: 14,18; THO1: 9; Amelogenin: X; TPOX: 8; CSF1PO:
13
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0 NCI-H1650: Células de adenocarcinoma bronquio alveolar de pulmén

humano con mutacion en EGFR, PIK3C2A, SMARCA4 and TP53
REFERENCIA N2: ATCC® CRL-5883™
MORFOLOGIA: Epitelial

PERFIL DE ADN: STR-PCR Data: Amelogenin: X; CSF1PO: 11; D13S317:
11; D16S539: 11,12; D5S818: 11; D7S820: 8,9; THO1: 9.3; TPOX: 11;
vWA: 18

[l NCI-1975: Células de adenocarcinoma pulmén humano con mutacion

en CDKN2A, EFGR, PIK3CA y TP53.
REFERENCIA N2: ATCC® CRL-5908™
MORFOLOGIA: Epitelial

PERFIL DE ADN: STR-PCR Data: Amelogenin: X; CSF1PO: 12; D13S317:
10,13; D16S539: 9,12; D5S818: 11,12; D7S820: 8,11; THO1: 7; TPOX:
8,11; vWA: 18

Todas las lineas fueron suministradas por el Banco del Células del CIC

de la Universidad de Granada (CCLE, ATCC, ECACC).
3.4.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos celulares se realizaron bajo condiciones de esterilidad en
una cabina de flujo laminar Micro-V (Telstar, Espafia). Las células fueron
mantenidas en un incubador de CO, en condiciones estandar, a 37°C en una

atmosfera saturada de humedad (al 90%) y 5% de CO..
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Para el mantenimiento y crecimiento de las lineas BxPC3, NCI-H1650 y
NCI-H1975 se empled el medio de cultivo RPMI 1640 vy para las lineas HCT-
116 y MDA-MB-231 el medio DMEM. Para la formacion de esferas
primarias y secundarias, las células se sembraron en medio de esferas,
DMEM/F12 suplementado con 1x de B27, 1 ug mL™ de hidrocortisona, 4 ng
mL™ de heparina, 10 ug mL™ de insulina, 10 ng mL " de Egf y 20 ng mL™* de
FGF.

Todos los medios fueron suplementados con un 1% de una disolucién
de penicilina/estreptomicina (10.000 U mL™ penicilina G y 10 mg mL™* de
estreptomicina), un 10% de suero bobino fetal (FBS) inactivado 56°C
durante 30 miny 2 mM de glutamina, a excepcion del medio DMEM/F12 al

que Unicamente se le afladid penicilina/estreptomicina.

El mantenimiento de todas las lineas adherentes se realizé en frascos
de cultivo con un area de crecimiento de 75 cm? hasta alcanzar un 80-90%
de confluencia. Llegado este punto, las células fueron despegadas de la
superficie mediante tripsina-EDTA y posteriormente lavadas con el doble de
volumen de medio de cultivo con FBS con el fin de inactivar la tripsina
mediante centrifugacion a 300 x g durante 5 min. A continuacion, fueron
resembradas en nuevos frascos de cultivo o bien se procedié a su siembra

para los ensayos de formacion de esferas.
3.4.3. Método de congelacion celular

Para el mantenimiento de las lineas celulares durante largos periodos
de tiempo, las células se despegaron de los frascos de cultivo mediante
tripsina-EDTA y centrifugaron a 300 x g durante 5 min en medio de cultivo
suplementado con FBS. Posteriormente, el pellet celular se resuspendio

(con dos repipeteos rapidos) en medio de congelacién a razén de 0.5 x 10°
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células, para luego ser introducidas inmediatamente en criotubos y ser
conservadas en el congelador a -80°C*. Nunca pasd mas de afio a esta

temperatura. Tras este periodo se conservaron en nitrégeno liquido.

* Medio de congelacion: Suero bovino fetal (FBS) inactivado mediante
calor humedo a 56°C durante 30 min y dimetil sulféxido (DMSQO) al
10%.

3.4.4. Método de descongelacion celular

Las lineas celulares conservadas a -80°C (almacenamiento a corto plazo)
se descongelaron en calor himedo a 37°C (<1 min) e inmediatamente
fueron resuspendidas suavemente en medio de cultivo estéril precalentado.
A continuacion, fueron centrifugadas a 300 x g durante 5 min para eliminar
los restos de DMSO (dos lavados), y el pellet resultante se resuspedid en
medio de cultivo. Finalmente, se realizd la siembra las células en frascos de

cultivo de 75 0 25 cm?, a alta densidad para optimizar la recuperacion.
3.4.5. Recuento celular

Para el recuento de células, tras despegar y centrifugar las células como
se ha descrito previamente, el pellet fue resuspendido en medio de cultivo.
Para conocer la densidad del cultivo se utilizd una camara de Neubauer, las
células que aparecian en cada cuadrante de la camara fueron contadas, el
numero obtenido fue dividido entre cuatro, y multiplicado por 10.000 vy
finalmente se le aplico el factor de dilucidn utilizado al tomar el volumen de

muestra donde estaban resuspendidas las células.
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3.5. Tratamiento de las lineas celulares con el extracto de P. decumanum y

sus fracciones

3.5.1. Ensayo de formacion de esferas secundarias

Todas las lineas tumorales estudiadas se cultivaron siguiendo un
protocolo, para la obtencién de esferas flotantes, optimizado previamente
por el grupo de investigacion en el que se ha realizado la presente
investigacion. Las células adherentes de cada tipo celular se recogieron
utilizando tripsina como se ha descrito anteriormente. A continuacion, se
sometieron a tres lavados con PBS con el fin de eliminar el FBS.
Posteriormente, se contaron y sembraron en medio DMEM/F12 a una
densidad celular de 350.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos
especiales de baja adherencia. Este medio de cultivo restrictivo junto con la
baja adherencia de la placa favorece el crecimiento de las células en
suspension, la formacién de las esferas y con ello el aislamiento de las
CMCs. Tras 72 h de incubacién a 37°C y 5% CO,, se obtuvieron las células
madre de las esferas de primera generacion. Las esferas formadas fueron
recogidas en eppendorfs y centrifugadas para eliminar el medio de cultivo.
Seguidamente, fueron disgregadas mecanicamente mediante el uso de una
jeringa, con el fin de obtener células individuales, y sembradas en medio de
esferas a una concentracion de 4.000 o 5.000 células por pocillo (en funcion
de la linea celular) en placas de 96 pocillos de baja adherencia. Los cultivos
se mantuvieron en incubacién durante otras 72 h para obtener las esferas

de segunda generacion.

3.5.2. Citotoxicidad in vitro. Ensayo CCK-8

El ensayo de citotoxicidad se evalud con el método del CCK-8 (Cell

counting Kit-8). En comparacion con otras sales de tetrazolio, como es el
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MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), el CCK-8
presenta la ventaja de que produce un colorante de formazan soluble en
agua, tras su biorreduccion en presencia de un portador de electrones.
Ademas, no requiere pre-mezcla de componentes, se afiade directamente a

las células y su sensibilidad de deteccion es mas alta que las otras sales.

Las células madre de las esferas de primera generacion derivadas de las
lineas celulares estudiadas se disgregaron y sembraron en placas de 96
pocillos de baja adherencia tal y como se ha descrito en la seccién 3.5.1. A
cada pocillo, se afiadié 200 pL de la suspensién celular a la densidad
deseada. Tras 72 h de incubacidn, las esferas secundarias formadas fueron
tratadas con diferentes concentraciones del extracto de P. decumanum vy de
las fracciones aisladas previamente mediante la cromatografia semi-

preparativa (seccion 3.3.4).

El nUmero minimo de concentraciones a probar fue 7 (en el rango de
1.56 - 6.400 ug mL?). La preparacion de las concentraciones se llevé a cabo
con diluciones seriadas empezando desde 64 mg mL™ del extracto o las
fracciones disueltos en PBS. Para el tratamiento se afiadio un volumen de 15
UL de extracto por pocillo y se mantuvo en condiciones estandar durante 72
h. Se realizaron tres réplicas por cada concentracién en 4 experimentos
independientes. Pasado ese tiempo, las células fueron incubadas con CCK-8
(15 ul/pocillo) a 37°C durante 3 h. Posteriormente, se midid la absorbancia

a una longitud de onda de 450 nm.

Dependiendo de los requerimientos, en cada experimento se
incluyeron controles, blancos y controles positivos. La viabilidad celular

relativa se calculé como ratio del grupo tratado con el grupo control sin
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tratar y fue expresada como como porcentaje de inhibicién de viabilidad

celular.

3.5.3. Determinacién de la ICsg

Los valores de absorbancia obtenidos en el espectrofotémetro se
analizaron mediante el programa GraphPad Prism. Se representaron las
graficas de inhibicién y se calculd la ICsp (concentracion requerida para
inhibir el 50% de la viabilidad celular) de cada una de las lineas y
condiciones estudiadas (a las 72 h de tratamiento). Para ello, se representd
la relacion entre el porcentaje de células que no sobrevivieron y el logaritmo
de la concentracién de extracto o fracciones, y se obtuvo la curva de
inhibicion de viabilidad. La ICsq del extracto de P. decumanum vy las
fracciones aisladas, se calculd a partir de la curva construida dosis-

respuesta.

3.5.4. Andlisis estadisticos

Los valores se representan como medias = SEM de 4 determinaciones
por triplicado Los datos fueron sometidos a un andlisis estadistico one-way
ANOVA para comparar tratamientos y con el test de Dunnett para

comparaciones de multiples variables.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Separacion y andlisis de las fracciones recogidas del extracto de P.

decumanum

Los compuestos presentes en el extracto se separaron en grupos en
funcion de su polaridad mediante cromatografia de liquidos semi-
preparativa. El objetivo fue estudiar la potencial actividad anticancerigena
de cada una de estas fracciones. En la Figura 5.3 se muestran los
cromatogramas de HPLC registrados durante el fraccionamiento del
extracto. La columna de fase inversa ZORBAX® ODS C18 permitié una

separacion satisfactoria del extracto crudo en distintas fracciones.

Figura 5.3. Perfil HPLC preparativo del extracto crudo de P. decumanum a
distintas longitudes de onda (257, 250 y 310 nm). Las lineas verticales
indican el rango de tiempo recogido para cada fraccion y subfracciones.
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Inicialmente, se recogieron dos fracciones (Fraccion 1y Fraccion 2) con
rangos de tiempo de retencién 2.0-27.0 y 27.0-52 min, respectivamente,
para evaluar su actividad. A continuacion, en funcién de los resultados
positivos observados en los ensayos de citotoxicidad celular vy, teniendo en
cuenta el cromatograma registrado en el sistema semi-preparativo, se
realizd un segundo fraccionamiento de la Fraccidn 2. Esta se dividié en 4
fracciones (6.25 min/tubo) de las cuales las dos primeras Fracciéon 2.1 y
Fraccion 2.2 fueron seleccionadas para evaluar su actividad, por contener la
mayor parte de los compuestos entre ellos los bioactivos. La composicién de
estas fracciones fue analizada mediante HPLC-DAD en las condiciones
optimizadas a lo largo de esta investigacion. En la Figura 5.4 se muestran los

cromatogramas obtenidos.

Figura 5.4. Perfil cromatogrdfico de las distintas fracciones de P. decumanum
obtenidas mediante cromatografia semipreparativa (310 nm).
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El andlisis posterior de las fracciones permite realizar una estimacion de
la calidad y pureza de cada grupo de compuestos de cada fraccion. Los
cromatogramas obtenidos muestran que tanto la separacién con la columna
semi-preparativa como el proceso de fraccionamiento han sido adecuados.
Ademas, el grado de pureza de las fracciones y subfracciones obtenidas es

alto ya que apenas se observa solapamiento de picos cromatograficos.
4.2. Actividad anticancerigena de P. decumanum

La capacidad citotdxica del extracto completo y de las fracciones
aisladas se evalud sobre las células madre cancerigenas aisladas de distintas
lineas celulares tumorales: cancer de colon (HCT-116), pancreas (BxPC3),
mama (MDA-MB-231) y pulmén (NCI-H1650 y NCI-1975). Los resultados

obtenidos se detallan a continuacion.

4.2.1. Estudio de la citotoxidad del extracto EXPLY-37® sobre las esferas

secundarias de CMCs

Con el fin de evaluar el posible efecto antiproliferativo de P.
decumanum, las esferas de segunda generacion enrigquecidas con CMCs

fueron tratadas durante 72 h con el extracto a un rango de concentraciones.

En primer lugar, los cultivos de esferas fueron examinados al
microscopio inmediatamente después del tratamiento. En la Figura 5.5 se
muestran las tumoresferas secundarias de las lineas celulares que fueron
sensibles al extracto. En general, P. decumanum redujo de forma
significativa el nimero y el volumen de las tumoresferas. En la linea de
cancer de colon HCT-116 se aprecia una clara disgregacién de las esferas

formadas con 100 ug mL™ de extracto (Figura 5.5.B), mientras que en el
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cultivo de cancer de pulmdén NCI-1650, algo menos sensible, se observaron

esferas con margenes mas irregulares y mas células dispersas (Figura 5.5.D).

Figura 5.5. Efecto del P. decumanum en tumoresferas secundarias
derivadas de HCT-116 y NCI-1650 a las 72 h de tratamiento. Esferas de
segunda generacion después de 72h de tratamiento: control (A, C) y
tratadas con el extracto de P. decumanum a 100 ug mL™. Nétese la
clara disgregacion de las esferas, sobre todo en la linea HCT-116.
Barra de escala, 100 um.

Se representaron las curvas de inhibicion y se calcularon las IC50 para
cada una de las lineas celulares estudiadas. La comparacion de los valores
de IC50 derivan de la Figura 5.6 y se recogen en la grafica de la Figura 5.7. La
incubacién de las células con el extracto resultd en un decrecimiento dosis-

dependiente de la viabilidad celular para todas las lineas.
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Figura 5.6. Curvas sigmoideas de dosis-respuesta. Se representan las grdficas
de inhibicién de la viabilidad celular para las CMCs de las siguientes lineas
tumorales: BxPC3, HCT-116, MDA-MB-231, NCI-H1650 y NCI-1975 (A, B, C, D
y E) en presencia de P. decumanum. Las esferas primarias fueron tratadas
con diferentes concentraciones (0 - 6.4 mg mlL") durante 72 h de
tratamiento. Pasado ese tiempo, se obtuvieron las esferas de segunda
generacion y la viabilidad celular se midio mediante un ensayo de CCK-8. Los
datos se expresan como la media de 3 determinaciones de 4 réplicas
diferentes.
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Figura 5.7. Valores ICsy derivados de las grdficas de
inhibicion de las lineas estudiadas en presencia de P.
decumanum tras tratar las CMCs de las esferas de
primera generacion durante 72h.

De las experiencias realizadas, se concluye que P. decumaum posee un
potente efecto citotdxico sobre las células madre de cédncer de pancreas
BxPC3 y de cdncer de pulmén NCI-H1650. En la linea celular BxPC3 se
observod el mayor efecto en inhibir la supervivencia celular con una ICsg de
74.04 pug mL™* mientras que en NCI-H1650 la ICso fue ligeramente mayor
(IC50 = 139.2 pg mL?). El extracto de P. decumanum también mostré tener
un efecto moderado de inhibicion de la viabilidad sobre las células madre de
la Iinea de cancer de coldn (HCT-116) con una IC50 de 409.6 pug mL ™. Como
puede observarse en la Figura 5.6.B, la curva sigmoidea no se ajusta
adecuadamente, por lo que es aconsejable repetir el experimento con un
rango de concentraciones mas amplio. Finalmente, en el caso de la linea de
cancer de mama (MDA-MB-231) y de pulmdn a un estadio mds avanzado
(NCI-1975) no se observd un efecto citotoxico significativo, pues las 1C50

calculadas son muy altas, 2.86 ug mL™*y 1.65 ug mL™, respectivamente. Por
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este motivo, se prescindir de estas lineas en los experimentos posteriores, y

continuar con las lineas que mostraron mejor respuesta al tratamiento.
4.2.2. Evaluacion de la citotoxicidad de las fracciones sobre las CMCs

La capacidad de reducir la proliferacion de todas las fracciones se
comparo con el extracto entero a las mismas concentraciones. Los valores
IC50 obtenidos mostraron notables diferencias de sensibilidad, tanto entre
las fracciones como respecto al extracto completo. En la Figura 5.3 se
representa el porcentaje de viabilidad celular tras el tratamiento a tres
concentraciones (6.25, 25 y 100 ug mL™). El tratamiento con el extracto
exhibié resultados similares para las lineas ensayadas y mostré un nivel
similar de inhibicion que la fracciéon 1, sin diferencias significativas. La
fraccion 2 exhibid mayor capacidad para reducir la viabilidad celular que
EXPLY37, mostrandose diferencias significativas a la concentracién mas alta
(100 ug mL?). Ademds, la actividad antiproliferativa/citotéxica de esta
fraccion fue mas alta en HCT-116 en comparacion con la linea NCI-H1650.
Cabe destacar, que el efecto es claramente dependiente de |Ia

concentracioén (efecto dosis-respuesta) para ambas lineas celulares

No obstante, considerando las IC50 calculadas para ambas lineas, las
esferas HCT-116 y NCI-H1650 fueron mucho menos sensibles a la Fraccién 1
aislada (1C50=2.95 ug mL™* y 1.82 ug mL?, respectivamente) que al extracto
de P. decumanum completo. En contraste, las CMCs HCT-116 y NCI-H1650
fueron considerablemente mas sensibles que el extracto a las 72 h de
tratamiento mostrando valores de IC50 11,8 y 1,92 veces inferiores

(IC50=34.64 ug mL'y 72.48 ug mL™).

Los resultados obtenidos, sugieren que la Fraccion 2 es la fraccion

activa, rica en los compuestos bioactivos y la principal responsable del
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efecto inhibitorio de la proliferaciéon del extracto de P. decumanum.
Ademas, puede decirse que este efecto es dependiente de la concentracion,
ya gque se observa un evidente efecto dosis-respuesta de esta fraccién en

ambas lineas tumorales (Figura 5.8).

Figura 5.8. Efectos de P. decumanum y sus fracciones aisladas sobre la viabilidad
celular de esferas de sequnda generacion de dos lineas cancerigenas de colon y de
pulmdn, HCT-116 y NCI-H1650, respectivamente. Se representan las células tratadas
a las concentraciones de 6.25, 25 y 100 ug mL™' durante 72 h. Después del
tratamiento, la viabilidad se midié mediante un ensayo CCK8. Los valores se
representan como el porcentaje de células viables (el 100% de viabilidad corresponde
a las células no tratadas del control). Los datos se expresan como la media de 4
replicados por triplicado + SEM. * (p<0.01) indica diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo control.
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Resultados de citotoxicidad semejantes se obtuvieron en la evaluacion
del efecto de las subfracciones F2.1y F2.2 en estas lineas celulares. Asi, en
la linea NCI-H1650 los valores de ICso encontrados fueron de 689.2 ug mL™ty
499.9 pug mL* para F2.1 y F2.2, muy similares a los obtenidos tras el
tratamiento con el extracto de P. decumanum completo. Estos datos
sugieren que podrian tener una actividad sinérgica ya que su accion
conjunta (Fraccion 2) genera un efecto superior al que se consigue con la

suma de los efectos individuales de cada subfraccion.

4.2.3. Fitocompuestos con actividad bioldgica presentes en P. decumanum

El estudio de la composicion quimica del extracto desarrollado
previamente en el capitulo Il de la tesis doctoral, nos ha permitido identificar
los posibles principios activos responsables de la inhibiciéon de las CMCs
manifestado por P. decumanum. La caracterizacion de los compuestos fue
realizada mediante HPLC—ESI/MS (QTOF) en modo de ionizacion positivo y
negativo. Los ensayos bioldgicos indican que estos fitoquimicos se
encuentran en la fraccidon 2 vy, por tanto, aparecen en el cromatograma de la
“huella dactilar” del extracto a partir del minuto 27. Entre estos compuestos
son de interés aquellos que han mostrado poseer una capacidad
comprobada para inhibir el crecimiento de células cancerosas y formacion
de tumores en varios tipos de cdncer. Estos son: quercetina, rutina, acido
isoclorogénico A, kaempferol, luteolina y nicotiflorina. La mayoria de estos
fitoquimicos actuan interfiriendo con las vias de sefializacién implicadas en
la patogénesis del cancer. Sin embargo, dado que la hipdtesis de las células
madre del cdncer se ha propuesto recientemente, existen pocos estudios

sobre el efecto de éstos en las células madre del cancer.
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Quercetina. Uno de los candidatos es la quercetina (2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5, 7-trihydroxy-4H-chromen-4-one), un flavonol que
se encuentra de forma frecuente en frutas y vegetales (como té, uvas,
tomates, etc.) y que posee una potente actividad antioxidante debida a
los grupos funcionales de su estructura. Ha sido identificada en P.
decumanum, tanto como molécula aislada como fragmento de otras
moléculas de mayor masa molecular, como es la rutina. Se trata de uno
de los compuestos naturales mas estudiados como agente contra las
células madre en el cancer, por lo que algo se conoce de su mecanismo

de accion.

Los efectos de la quercetina (sola o en combinacion con
sulforafano, del grupo de isocianato dentro de los organosulfurados),
han sido estudiados sobre CMCs pancredticas tanto in vivo como in
vitro. In vitro se ha visto que es capaz de disminuir la formacién de
colonias y la actividad ALDH1 (marcador celular de CMCs) (Zhou et al.,
2010). Este efecto se debe a que la quercetina actla inhibiendo la via
de sefializacion Wnt / B-Catenina de estas células, considerada una de
las vias de sefializacion esenciales para la autorrenovacion (Escarpa and
Ninfali, 2015; Cianciosi et al., 2018). El estudio in vivo mostrd que
redujo el crecimiento de las CMCs en ratones con xenoinjertos al

inducir la autofagia e inhibir la angiogéneis (Srivastava et al., 2011).

La quercetina también ha mostrado ejercer una accion inhibitoria
sobre el cancer de colon. Por ejemplo, se ha demostrado que tiene un
fuerte efecto citotdxico, antioxidante y apoptotico sobre células de la
linea de colon HCT-116 (Sezer et al., 2019). Por otro lado, Vadde y
colaboradores, estudiaron los efectos de un extracto, trifala churna,

muy rico en compuestos fendlicos (principalmente quercitina) sobre
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células madre aisladas de esta misma linea tumoral. Trifala churna es
una formulacion de tres frutas conocidas como “ciruelas myrobalan”
utilizada extensamente en el sistema de medicina indio, Ayurveda, para
el tratamiento de desérdenes del sistema gastrointestinal,
cardiovascular. Ademas, se ha demostrado que inhibe el crecimiento
del cancer de estdmago, pancreas y timo en ratones. El extracto es
capaz de inducir apoptosis en las CMCs, como lo demuestra el
incremento del nivel de PARP y la ratio Bax/Bcl2. Ademas de la
activacion de la via apoptodtica también demostréd un descenso en la
expresion de genes clave de la via Wnt (c-Myc y Ciclina D) (Vadde et al.,

2015).

B. Rutina. Otro compuesto polifendlico con actividad anticancerigena
publicada es la rutina (3-ramnosil-glucosilquercetina). Con ién precursor
a m/z 609.1456, ha sido caracterizada en el extracto de P. decumanum
y corresponde a los picos del cromatograma que aparecen a los
tiempos de retencion de 27.22 vy 27.44 min (picos 104 y 108). La rutina,
también llamada rutdsido, quercetin-3-rutinésido y soforina, es un
glucdsido flavonoide encontrado en algunas plantas. Se forma por el

enlace entre el disacarido rutinosa y el grupo hidroxilo de la quercetina.

Se ha visto que ejerce efectos toxicos in vitro sobre lineas celulares
cancerosas, incluidas las células de cancer de colon humano (Kuntz et
al.,, 1999; Nafees et al., 2018), asi mismo in vivo ha mostrado tener
también actividad antitumoral y antiangiogénica (Alonso-Castro et al.,
2013). Ademas de exhibir efectos antiinflamatorios y antioxidantes, la
rutina ejerce un efecto quimiopreventivo sobre las células cancerosas al
detener el ciclo celular (en las fases G2/M y GO/G1) y promoviendo la

apoptosis, a la vez que es capaz de inhibir la proliferacion, la
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angiogénesis y la metastasis (Asfour and Mohsen, 2018). Asimismo, es
buen agente adjuvante, ya que es capaz de incrementar la citotoxididad
de los farmacos quimioterapéuticos convencionales, como se ha visto

contra el cancer de mama (Iriti et al., 2017).

Algunos extractos de plantas como Nelumbo nucifera Gaertn
(Nymphaeaceae), Croton lechleri Mull. Arg. (Euphorbiaceae) vy
Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae), han mostrado
efectos antitumorales in vivo, siendo la rutina es uno de sus mayores
componentes. Por tanto, es probable que los efectos anticancerigenos
de estas plantas puedan deberse a la accion de la rutina (Alonso-Castro

et al., 2013).

Acido isoclorogénico A. El dacido isoclorogénico (dcido 3,5-di-O-
cafeoilquinico) es un diéster carboxilico derivado del acido quinico y del
acido trans-cafeico. En el analisis MS/MS, dos picos (m/z 515.1190)
fueron asignados en el extracto como isémeros de este acido
hidroxicinamico. Tiene un rol como metabolito, y ha demostrado ser un
agente antioxidante, antiinflamatorio, hepatoprotector y antineopldsico

(National Center for Biotechnology Information, 2019).

En un estudio in vivo, Abdel-Rahman y colaboradores investigaron
el efecto de un extracto de Eruca sativa, muy rico en polifenoles y en
acido isoclorogénico A, durante la carcinogénesis inducida en las
glandulas mamarias. El tratamiento con el extracto redujo la
inflamacién y la proliferacion celular, a la vez que incremento la
apoptosis de las células cancerosas y disminuyd volumen del tumor
(Abdel-Rahman et al., 2015). Estos efectos se relacionaron con los

resultados bioquimicos ya que provocd una disminucién en la expresion
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de factor nuclear kappa B (NF-kB), un factor de transcripcién que regula
la expresion de genes involucrados en la proliferacion, adhesion,
angiogénesis, apoptosis, carcinogénesis y en la inflamacién (Abdel-
Rahman et al., 2015). Se sabe que el bloqueo de NF-kB causa la muerte
de las células del tumor, previene de su proliferacion e incrementa su

respuesta al tratamiento (Escarcega et al., 2007; Xia et al., 2014).

D. Kaempferol y luteolina. El kaempferol (3,4°, 5,7-tetrahidroxiflavona) y la
luteolina (3,45, 7-tetrahidroxiflavona) son dos de los flavonoides mas
comunes y abundantes en vegetales, hierbas medicinales y frutas. Son
dos tetrahidoxiflavonas que se diferencian Unicamente en la posicion
de uno de los grupos hidroxilo. Al igual que la quercetina, estan
presentes en el extracto de P. decumanum, bien de forma aislada o

unidos a residuos de azucar formando estructuras mas complejas.

Estos compuestos han demostrado poseer actividad antineoplasica
en modelos cancerigenos experimentales, en multitud de tipos de
cancer humano, incluyendo el cancer de pancreas, pulmoén y colon. De
acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo. Bloquean el
desarrollo del cancer in vitro e in vivo mediante la inhibicién de la
proliferacion de las células tumorales, la induccion de la apoptosis a
través de diferentes vias de sefalizacion, el arresto del ciclo celular, el
bloqueo de la angiogénesis y la metastasis, y protegiendo del estimulo
carcinogénico. Ademds, pueden revertir la resistencia a multiples
farmacos en una variedad de células tumorales (Lin et al., 2008; Chen et

al., 2013; Tuorkey, 2016; Budisan et al., 2019).

En relacion a las células madre cancerigenas solo unos pocos

trabajos han sido publicados hasta la fecha. Por ejemplo, se ha visto
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que la luteolina es capaz de bloquear el fenotipo de célula madre
cancerosa en el cancer de mama (Cook et al., 2015) en el carcinoma
oral de células madre escamosas (Tu et al.,, 2016) y en el cancer de
prostata (Tsai et al.,, 2016). A través de la inhibicién de la via de
sefializacion IL-6/Stat3 en cancer oral y la via JNK en el cancer de
prostata, la luteolina fue capaz atenuar la habilidad de auto-renovacion
y reducir los marcadores caracteristicos de ambas subpoblaciones de
células madre (Tsai et al., 2016). Yiy colaboradores, evaluaron in vitro
la actividad antitumoral de diversos polifenoles extraidos de las pifias
de Pinus Koraiensis, entre los que se incluyen el kaempferol y la
luteolina. Sus resultados mostraron que poseian un fuerte efecto
antiproliferativo sobre la linea de células madre cancerosas de colon
humano, LOVO, de una manera dependiente de concentracion (Vi et al.,

2015).

Todos estos hallazgos son evidencias de que compuestos bioactivos
derivados de diferentes fuentes vegetales pueden actuar, directa o
indirectamente, en las vias moleculares dirigidas exactamente a la
pequefia subpoblacion de células madre dentro del tumor, responsable

de resistencia, recurrencia y metastasis.

4.2.4. P. decumanum: potencial terapéutico contra el cdncer

El presente trabajo constituye el primer estudio en el que se ha

demostrado que determinados polifenoles que componen el extracto de P.

decumanum son capaces de interferir con la autorrenovacion vy la

proliferacion de las células madre cancerigenas derivadas de tres tipos de

cancer humano.
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La hipotesis de las células madre del cancer explica el fracaso final de la
guimioterapia. Los tumores destruidos por la quimioterapia pueden ser
repoblados por células madre cancerosas, que son altamente resistentes a
los medicamentos a través de una variedad de mecanismos. Como tal, la
guimioterapia exitosa y la prevencion del cancer deben dirigirse no solo a
las células tumorales diferenciadas que constituyen la mayor parte del

tumor, sino también a las células madre cancerosas.

Por otro lado, los medicamentos anticancerosos sintéticos que se
utilizan actualmente son a menudo altamente tdxicos para érganos sanos,
debilitan el sistema inmunitario del paciente y/o no destruyen la totalidad

de células madre cancerosas, por lo que el tumor termina reapareciendo.

En este contexto, P. decumanum representa, una fuente importante de
moléculas con posibles aplicaciones terapéuticas, dada su potencial accion
inhibitoria sobre células madre cancerosas. Estos fitoquimicos, o bien el
extracto completo, podrian ser usados para el desarrollo de nutracéuticos o
adyuvantes que, en combinacién con otros tratamientos como la
guimioterapia y la radioterapia, sean de gran ayuda en la mejora del

pronostico del cancer y de la calidad de vida del paciente.



246

5.

Laura Martin Pozo

CONCLUSIONES

De los resultados del estudio realizado en el presente capitulo V de la

Tesis Doctoral se han obtenido las siguientes conclusiones:

El presente trabajo representa el primer estudio in vitro realizado sobre
un extracto de frondes de P. decumanum vy su potencial efecto

inhibidor de células madre de varios tipos de cancer.

Se ha desarrollado un método cromatografico semi-preparativo que ha
permitido la separacion y el aislamiento de los diferentes componentes
del extracto en funcion de sus tiempos de retencion, y con ello, de la
polaridad. Las fracciones obtenidas fueron ensayadas, al igual que el
extracto completo, sobre esferas de segunda generacion de células

madre aisladas de cancer de pancreas, pulmén, mamay colon.

En nuestro sistema modelo, el extracto de P. decumanum mostré un
potente efecto anti-proliferativo en células madre de cancer de
pancreas (BxPC3) y pulmon (NCI-H1650), y un efecto moderado en el
cancer de colon (HCT-116). Sin embargo, no se observé inhibitorio de |a
supervivencia celular en las esferas de cancer de mama (MDA-MB-231)
y de cancer de pulmén (NCI-1975). Los ensayos de viabilidad celular, las
IC50 calculadas y las observaciones al microscopio de la morfologia y
tamafio de las esferas realizadas en este estudio evidencian estos

resultados.

La potencial capacidad de P. decumanum para atacar las células madre
cancerosas podria fundamentarse en el alto contenido de fitoquimicos,
polifenoles y flavonas, que han demostrado tener efecto

anticancerigeno, al interferir en las vias de sefializacion de células



Actividad sobre células madre cancerigenas 247

VI.

VILI.

tumorales vy, recientemente contra las células madre del tumor.
Determinados polifenoles que componen el extracto serian capaces de
interferir con la autorrenovacion vy la proliferacion de las células madre
cancerigenas, de acuerdo con la informacion reportada por otros

investigadores.

Se ha demostrado, que los compuestos responsables de la actividad
antitumoral de P. decumanum se encuentran en la fraccién 2 aislada
del extracto. El estudio de la caracterizacion de los componentes del
extracto realizado previamente mediante HPLC-ESI/MS (QTOF) ha
permitido la identificacion tentativa de los posibles principios activos

causantes de esta actividad dirigida sobre las células madre cancerosas.

Las potenciales propiedades antitumorales de P. decumanum y de los
componentes de sus hojas observados en este estudio preliminar,
destacan el interés de esta planta ya que, una vez comprobada la
repetitividad de los experimentos, podria ser utilizado como estrategia

terapéutica en la mejora del tratamiento del cancer.

Finalmente, los hallazgos de este estudio incentivan una investigacion
futura mas profunda con el fin de definir mejor el papel desempefiado
por P. decumanum y sus moléculas bioactivas en la terapia del cancer
humano. Es necesario comparar los efectos anticancerigenos de los
fitoquimicos naturales con los productos sintéticos y, ademas,
comprender las vias de sefializacidon que rigen la autorrenovacion vy la
supervivencia de las CMCs, para poder conocer las dianas moleculares

de estos compuestos en el proceso de cancerogénesis.
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Se ha desarrollado y optimizado un método cromatografico
reproducible para el analisis del extracto de Phebodium decumanum
mediante HPLC-UV-Vis (DAD) y UHPLC-PDA (DAD). Todos los
parametros que influyen en la separacién cromatografica, incluyendo la
composicion de la fase movil, el gradiente de elucién, la fase
estacionaria y el flujo, fueron estudiados y optimizados. Esto ha
permitido establecer un perfil cromatografico “huella dactilar”

representativo y caracteristico de esta especie que puede ser utilizada

como herramienta de identificacion y evaluacion de calidad.

. Ademds, el estudio de estabilidad sefiala que algunos de los

fitoquimicos son termoldbiles, por lo que es preferible que las
disoluciones preparadas a partir del extracto se conserven congeladas
(a -20°C) durante largos periodos de tiempo para asegurar su calidad y

la reproducibilidad del perfil cromatografico.

Se ha determinado la composicién de los componentes presentes en un
extracto obtenido de hojas Phlebodium decumanum, mediante HPLC-
ESI/M (QTOF). Se han caracterizado un total de 122 metabolitos a partir
de la informacién de MS disponible y la informacién previamente
reportada en la literatura cientifica. Entre los compuestos identificados
se incluyen flavonoides, acidos fendlicos, amino derivados, acidos
orgdnicos y derivados, lignano derivados, y otros fitoquimicos que no
pudiero ser asignados en ninguno de estos grupos. Dadas las
propiedades terapéuticas atribuidas a P. decumanum, el estudio de la
caracterizacién quimica podria constituir el primer paso para el

descubrimiento de fitonutrientes y compuestos promotores de la salud.
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IV. Se ha desarrollado un método analitico para la determinacion vy
cuantificacion de dos esteroides, 4-androsteno-3,17-diona y 1,4-
androstadieno-3,17-diona mediante GC-MS/MS en suplementos

nutricionales de P. decumanum y alimentos de origen animal.

V. El método implica un tratamiento previo de las muestras basado en la
extraccion asistida con ultrasonidos de los esteroides con acetato de
etilo. El método fue satisfactoriamente validado y demostro ser veraz,

preciso, selectivo y sensible.

VI. Los esteroles estudiados fueron detectados y cuantificados tanto en las
muestras de P. decumanum como en las muestras de alimentos a bajas

concentraciones (niveles ng g?).

VII. La administracion exdgena de la androstenediona vy la
androstadienediona esta prohibida en el mundo del deporte por estar
considerados como dopaje segun la World Anti-Doping Agency (WADA).
Sin embargo, no hay unos limites establecidos para el consumo de
estos esteroles. Dado que a lo largo de este trabajo de investigacion se
ha demostrado que estan presentes en varios alimentos de consumo
habitual, deberian establecerse unos limites minimos a partir de los
cuales la deteccion de estos esteroles en un deportista sea considerado

dopaje.

VIIl. Experimentos realizados in vitro han demostrado que Phlebodium
decumanum posee una potencial capacidad moduladora de las células
del sistema inmune. Se ha observado que el extracto modula la
diferenciacion de las los linfocitos T CD4+ a linfocitos tipo Thil, al
disminuir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, como el IFN-y,.

Ademas, atenua la proliferacidon de células T activadas con el anticuerpo
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anti-CD3 o mediante presentacién especifica de antigeno por células
dendriticas. Finalmente, diversos experimentos han mostrado que el
extracto modula la expresion de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)
en cultivos primarios de monocitos M1. por lo que los resultados
obtenidos sugieren un efecto anti-inflamatorio también en monocitos.
P. decumanum representa un prometedor agente terapéutico que

ayude en desérdenes relacionados con la inflamacion.

The extract of P. decumanum represents a promising therapeutic agent
for inflammatory and related diseases. Therefore, it is of great interest
to carry out a more research to identify those compounds capable of

acting beneficially on the immune system.

Se ha desarrollado un método de cromatografia de semi-preparativa
gue ha permitido la separacion y el aislamiento de los diferentes
componentes del extracto de Phlebodium decumanum en funcion de
sus tiempos de retencién, y con ello, de la polaridad. Las fracciones
obtenidas fueron ensayadas, al igual que el extracto completo, sobre
esferas de segunda generacién de células madre aisladas de diversas

lineas tumorales humanas.

En este sistema modelo in vitro, se han demostrado las propiedades
anticancerigenas potenciales del extracto. Mostrd tener un potente
efecto antiproliferativo sobre células madre de cancer de pancreas
(BxPC3) y pulmén (NCI-H1650), y un efecto moderado en el cancer de
colon (HCT-116). Ademds, se ha demostrado con algunos ensayos, que
los compuestos responsables de la actividad antitumoral se encuentran

en la fraccién 2 aislada del extracto.
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XII.

El estudio de la caracterizaciéon de los componentes del extracto
realizado previamente mediante HPLC—ESI/MS (QTOF) ha permitido la
identificacion tentativa de los posibles principios activos causantes de
esta actividad dirigida sobre las células madre cancerosas. Una vez
comprobada la repetitividad de los experimentos, P. decumanum
podria ser utilizado como estrategia terapéutica en la mejora del

tratamiento del cancer.
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ABSTRACT

Phlebodium decumanum (P. decumanum), together with other trop-
ical ferns commonly known as Calaguala, have been empirically
applied since ancient times to ameliorate inflammatory disorders,
skins diseases and even cancer. There are evidences of antineoplastic
potential and anti-inflammatory, immunomodulatory and antioxidant
properties of the extract. Preliminary studies have also shown direct
antitumor activity of the extracts. In the present article, the phyto-
chemical composition of a hydro-ethanolic extract of P. decumanum
is investigated using high-performance liquid chromatography
(HPLC) with ultraviolet-visible (UV-vis) diode array detection (DAD)
and electrospray ionization (ESI) quadrupole time-of-flight tandem
mass spectrometry (QTOF-MS/MS) detection. First, the chromato-
graphic profile is established as a representative fingerprint of the
compounds extracted from the fern. Then, a total of 122 chemicals,
including 23 flavonoids, 47 phenolic acids (34 hydroxycinnamic acids
and 13 hydroxybenzoic acids), 9 amino and amino-sugar derivatives,
24 organic acids and their derivatives, and other metabolites, have
been characterized. Moreover, 12 unknown compounds were also
detected, providing the first comprehensive characterization available
on the phytochemical composition of the leaves of P. decumanum.
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Emerging contaminants are a heterogeneous group of chemicals that includes daily personal care products and
pharmaceuticals (PPCPs), flame retardants, endocrine disrupting chemicals (EDCs) and nanoparticles (NPs). The
present work is an overview focused in the research published in the scientific literature for the determination of
this type of pollutants in sewage sludge samples in the last 5 years. Instrumental and sample preparation
methods for the detection and quantification of the analytes of interest are reviewed, with an emphasis on the
sample treatment techniques. Liquid chromatography (LC) and gas chromatography (GC) coupled to mass
spectrometry are generally employed as the analytical technique of preference. Sample preparation techniques
include conventional methods such as Soxhlet, solid-phase extraction (SPE), pressurized liquid extraction (PLE)
or ultrasound-assisted extraction (UAE), but also other recent techniques, including novel microextraction
techniques such as microextraction by packed sorbent (MEPS) or solid-phase microextraction (SPME).

1. Introduction

In recent years, continuous industrial development has propitiated
the generation of a wide variety of new chemicals applied in daily
anthropogenic practices. These substances, which range from organic
and inorganic compounds to nanoparticles, are considered to be pol-
lutants and represent a cause of concern for society [101]. A number of

families of compounds, such as pharmaceuticals and personal care
products (PPCPs), flame retardants, nanoparticles or endocrine dis-
rupting chemicals (EDCs) among many substances, form this hetero-
geneous group, often referred as "emerging contaminants". These sub-
stances are ubiquitous and present potential risks to human health and
the environment, although their toxicological effects are not yet fully
known in many cases [134]. Research, however, has determined that
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micals; EI, electron ionization; ESI, electrospray ionization; EtAc, ethyl acetate; FLD, fluorescence detector; GC-HRMS, gas chromatography-high-resolution mass
spectrometry; GC-LRMS, gas chromatography-low-resolution mass spectrometry; GC-MS", gas chromatography-mass spectrometry; HBCDs, hex-
abromocyclododecanes; HESI-II, electrospray interface heated electrospray ionization; HS-SPME, headspace solid-phase microextraction; ICP-MS, inductively cou-
pled plasma mass spectrometry; LAS, linear alkylbenzene sulfonates; LC-MS", Liquid chromatography-mass spectrometry; LOD, limit of detection; MAE, microwave-
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ABSTRACT

This review is devoted to analytical methods published in the scientific literature in the last 10 years
for the determination of emerging contaminants in aquatic media. The article is mainly focused on
sample preparation and on instrumental techniques most used for the detection and quantification
of the analytes of interest. The sample preparation techniques include classical liquid-liquid extrac-
tion and solid-phase extraction, but also recent microextraction techniques such as solid-phase
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microextraction, stir-bar sorptive extraction, dispersive liquid-liquid microextraction, ultrasound-
assisted emulsification microextraction, or microextraction by packed sorbent. Most studies focus
on minimizing the number of analysis steps and on the use of the lowest amount of solvents in
the sample treatment step. Liquid chromatography and gas chromatography mainly coupled to
tandem mass spectrometry are usually the employed analytical techniques. A large number of
multiresidue methods are being developed for the determination of several families of these
compounds with only one extraction step to minimize sample handling and treatment.

Introduction

Water resources are continuously degraded because of
human impact in agricultural, industrial, urban, and touris-
tic activities.!"! High population density, urban expansion,
and industrial development involve an increase in water
demand. Additionally, this development involves the
simultaneous risks of contamination and reduction of the
available freshwater storage volume.”) A wide variety of
substances have been identified as contaminants in water
sources, such as organic and inorganic compounds, patho-
gens, nanoparticles (NPs), and so on.

The industrial development has generated an increase in
the number of new chemicals produced and applied in daily
activity representing a cause of concern for citizens, research
community, and authorities. Pollution of water bodies by
emerging contaminants is an obiquitous phenomenon
around the world. The main problems regarding contamin-
ation of water sources has been linked with the occurrence
of specific pollutants by identifying major chemical stressors,
determining emission and transport pathways, and defining
solutions for the abatement of pollution-related risks and
impacts.m The Water Framework Directive (WFD) of the
European Union (EU) requires the determination of several
groups of compounds in European freshwater bodies.!*! The
assessment of such chemicals is based on the environmental
risks for the health of freshwater ecosystems.>® Several

studies have been reported in the literature about the
presence of anthropogenic substances in environmental
water samples. However, a minority of these compounds are
currently legislated or regulated from the point of view of
environmental pollution.” !

Emerging contaminants cover a significant range of
compounds belonging to different families of chemical species
such as pharmaceuticals, personal care products, plasticizers,
flame retardants, endocrine-disrupting chemicals (EDCs), and
so on; their toxicological effects being relatively unknown."’
Pharmaceuticals are a class of emerging environmental con-
taminants widely used in human and veterinary medicine and
essential to modern healthcare. Their potential risk to human
health has prompted interest about negative impacts that may
result from continuous contamination of the environment
with these compounds."") Polybrominated diphenylethers
(PBDEs) are additive flame retardants used in a wide range of
polymeric materials, such as foams, resins, and adhesives.
These compounds are persistent and bioaccumulate in the
environment, thus causing adverse effects in the ecosys-
tem.!">"3] Furthermore, PDBEs have been reported to have
potential risks on human health, causing neurotoxicity and
disruption of the endocrine system.!"*'*! Endocrine-disrupting
chemicals are a group of synthetic and natural substances
capable of altering the normal hormone function of wildlife
and humans.””’ These compounds mimic and antagonize the

CONTACT A. Zafra-Gémez 8 azafra@ugr.es @ Department of Analytical Chemistry, Research Group of Analytical Chemistry and Life Sciences, University of

Granada, Campus of Fuentenueva, Granada E-18071, Spain.
© 2018 Taylor & Francis Group, LLC


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1080/10408347.2018.1496010&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0002-3437-6212
https://doi.org./10.1080/10408347.2018.1496010
http://www.tandfonline.com

186 M. T. GARCIA-CORCOLES ET AL.

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

Hensley, R. N,; Kerrigan, J. F.; Pang, H.; Erickson, P. R,
Grandbois, M.; McNeill, K;; Arnold, W. A. Triclosan, chlori-
nated triclosan derivatives, and hydroxylated polybrominated
diphenyl ethers (OH-BDEs) in wastewater effluents. Environ.
Sci: Water Res. Technol. 2015, 1, 316-325.

Vulliet, E.; Cren-Olivé, C.; Grenier-Loustalot, M. F.
Occurrence of pharmaceuticals and hormones in drinking
water treated from surface waters. Environ. Chem. Lett. 2011,
9, 103-114.

Ningsun Zhou, S; Reiner, E. J.; Marvin, C.; Helm, P.; Riddell,
N.; Dorman, F.; Misselwitz, M; Shen, L; Crozier, P,
MacPherson, K, et al. Development of liquid chromatography
atmospheric pressure chemical ionization tandem mass spec-
trometry for analysis of halogenated flame retardants in waste-
water. Anal. Bioanal. Chem. 2010, 396, 1311-1320.

Woudneh, M. B; Benskin, J. P,; Wang, G.; Grace, R;; Coreen
Hamilton, M.; Cosgrove, J. R. Quantitative determination of
13 organophosphorous flame retardants and plasticizers in a
wastewater treatment system by high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry. J. Chromatogr. A
2015, 1400, 149-155.

Papageorgiou, M.; Kosma, C.; Lambropoulou, D. Seasonal
occurrence, removal, mass loading and environmental risk
assessment of 55 pharmaceuticals and personal care products
in a municipal wastewater treatment plant in Central Greece.
Sci. Total Environ. 2016, 543, 547-569.

Langford, K. H.; Thomas, K. V. Determination of pharmaceut-
ical compounds in hospital effluents and their contribution to
wastewater treatment works. Environ. Int. 2009, 35, 766-770.
Ort, C; Lawrence, M. G.; Reungoat, J.; Eaglesham, G.; Carter,
S; Keller, J. Determining the fraction of pharmaceutical

[227]

[228]

[229]

[230]

[231]

[232]

[233]

residues in wastewater originating from a hospital. Water Res.
2010, 44, 605-615.

Silva, A. R. M,; Nogueira, J. M. F. New approach on trace
analysis of triclosan in personal care products, biological and
environmental matrices. Talanta 2008, 74, 1498-1504.
Schreder, E. D.; La Guardia, M. J. Flame retardant transfers
from U.S. households (dust and laundry wastewater) to
the aquatic environment. Environ. Sci. Technol. 2014, 48,
11575-11583.

Chaves, A. R; Leandro, F. Z.; Carris, J. A.; Queiroz, M. E. C.
Microextraction in packed sorbent for analysis of antidepres-
sants in human plasma by liquid chromatography and spectro-
photometric detection. J. Chromatogr. B 2010, 878, 2123-2129.
Rocha-Gutierrez, B.; Lee, W. Y. Investigation of polybromi-
nated diphenyl ethers in wastewater treatment plants along the
U.S. and Mexico border: A trans-boundary study. Water. Air.
Soil Pollut. 2013, 224, 1398-1411.

Su, S;; Chen, B.; He, M.; Xiao, Z.; Hu, B. A novel strategy for
sequential analysis of gold nanoparticles and gold ions in
water samples by combining magnetic solid phase extraction
with inductively coupled plasma mass spectrometry. J. Anal.
Atom. Spectrom. 2014, 29, 444-453.

Popp, M.; Hann, S.; Koellensperger, G. Environmental applica-
tion of elemental speciation analysis based on liquid or gas
chromatography hyphenated to inductively coupled plasma
mass spectrometry - A review. Anal. Chim. Acta 2010, 668,
114-129.

Proulx, K.; Wilkinson, K. J. Separation, detection and charac-
terization of engineered nanoparticles in natural waters using
hydrodynamic chromatography and multi-method detection
(light scattering, analytical ultracentrifugation and single
particle ICP-MS). Environ. Chem. 2014, 11, 392-401.



Talanta 208 (2020) 120429

e

Contents lists available at ScienceDirect

Talanta

journal homepage: www.elsevier.com/locate/talanta

Check for
updates

Determination of endocrine disrupting chemicals in human nails using an
alkaline digestion prior to ultra-high performance liquid
chromatography—-tandem mass spectrometry

Laura Martin-Pozo®, Samuel Cantarero-Malagén™", Felix Hidalgo®, Alberto Navalén?,
Alberto Zafra-Gémez™"
2 Research Group of Analytical Chemistry and Life Sciences, Department of Analytical Chemistry, Campus of Fuentenueva, University of Granada, E-18071 Granada, Spain

Y Center for Scientific Instrumentation, Campus of Fuentenueva, University of Granada, E-18071 Granada, Spain
¢ Department of Zoology, University of Granada, Campus of Fuentenueva, E-18071 Granada, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Rapid industrialization has resulted in a progressive increase in human exposure to hazardous chemicals. The
Endocrine disrupting chemicals present work develops and validates a new method to determinate 18 endocrine disrupting chemicals (EDCs) in
Biomonitoring human nail samples. In contrast to other common biological samples, nail sampling is non-invasive and since

Human nails

Alkaline digestion

Ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry

they take several months to grow out, they are well suited for measuring and reflecting the cumulative exposure
to harmful substances in the long term. A digestion of samples with a 0.04 M solution of sodium hydroxide is
carried out followed by ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS), working in multiple-reaction-monitoring (MRM) mode. The compounds were separated in
8 min. Multivariate optimization strategies were used for the optimization of the parameters that affects the
digestion procedure. The validation was developed using a matrix-matched calibration and a recovery assay with
spiked samples. The limits of detection and quantification ranged from 0.3 to 1.2ng g~ ! and from 1 to 5ngg™?,
respectively. Recovery rates for spiked samples were between 88% and 113% and the relative standard deviation
(% RSD) was lower than 12.7% for all studied EDCs. The method was applied for the analysis of these com-
pounds in human nail samples from volunteers. All samples tested positive for several of the analyzed EDCs.

1. Introduction

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) have become a matter of
concern over the last years. EDCs can alter the endocrine system of
humans and wildlife [1]. According to the WHO, an ECD is “an exo-
genous substance or mixture that alters function(s) of the endocrine system
and consequently causes adverse health effects in an intact organism, or its
progeny, or (sub) populations” [2]. The effects on health and the me-
chanisms of action of these chemicals on the endocrine system have
been extensively studied, with a large amount of scientific literature
currently available [3-6]. Exposure to EDCs is particularly related to
corticoid and/or thyroid dysfunction, alterations in the reproductive
and neurological development and cancer. Reproductive alterations
that might be associated with EDCs include ovarian and breast cancer,
premature ovarian failure, polycystic ovary, endometriosis in women,
and testicular and prostate cancer, sexual organ malfunction, and de-
creased fertility in men [7]. Recent findings have demonstrated a

* Corresponding author.
E-mail address: azafra@ugr.es (A. Zafra-Gémez).

https://doi.org/10.1016/j.talanta.2019.120429

relation between some EDCs and obesity [8].

Bisphenol A (BP-A) and analogues, parabens (PBs), perfluoroalkyl
compounds (PFCs) and triclocarban (antimicrobial agent, TCC) have
been selected as target compounds for this work. These chemicals are
ubiquitous in products such as food and beverages, personal care pro-
ducts (shampoos, detergents, toothpastes, and others) and therefore in
the environment [9]. BP-A is a high-production-volume chemical used
in the production of polycarbonate plastic and epoxy resins [10]. Due to
growing concern about the widespread use of BP-A in industrial ap-
plications, several bisphenol analogues such as BP-S, BP-F, BP-E, BP-B,
BP-P, and BP-AF are being used as replacements for BP-A. These com-
pounds are chemically similar to BP-A and also have endocrine dis-
rupting activity [11]. Indeed, Rosenmai et al. [12] reported that BP-S
and BP-F exhibited higher steroidogenic activity than BP-A. Population
is constantly exposed to BPs through the consumption of beverages and
food as these chemicals can migrate from polycarbonate packaging
[7,10,13]. PBs are derived from p-hydroxybenzoic acid and are mainly
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detection and quantification limits were established according to current
EU Regulation. The quantification limits range from 0.2 ng g-1 for
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Abstract: Currently many pollutants enter the seas and oceans as a result
of anthropogenic activities such as agriculture, fishing, shipping, etc.
Many of these chemical compounds cause serious damage to marine and
terrestrial ecosystems because they tend to accumulate and begin their
activity as pollutants once their useful cycle has ended. Therefore,
there is growing concern about how to act to stop the increase in
environmental pollution. Some of these compounds that began to accumulate
in the environment since the last century are well known by the
scientific community and are widely called persistent pollutants. This
group includes polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), polychlorinated
biphenyls (PCBs), and heavy metals, among others. However, other
compounds that have not been considered as contaminants have appeared
recently. These are the so-called emerging pollutants, which involve a
long list of compounds including drugs, hormones, antimicrobials,
plasticizers, UV filters, etc. Through the study of different organisms,
the presence of these pollutants in natural environments as well as the
harmful effects they cause to the biota present in said media are being
deeply investigated. Two of the aquatic model organisms used as
bioindicators in the different studies for this purpose are reviewed
here: the sea cucumber of the genus Holothuria and the common sea urchin
Paracentrotus lividus that share the fact of being, both, edible
echinoderms. This review could be used to make people aware of the damage
it is causing through the irresponsible management of natural resources,
so that they serve to launch a series of measures that allow recovering
the original conditions of the different ecosystems.
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