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DMSO Dimetil sulfoxido

DMSO-d¢ Dimetilsulfoxido deuterado

ECso Concentracion del extracto en la cual el efecto es la mitad del maximo

EDTA Acido etilendiaminotretracloroacetico

EtOH Etanol

Ext. Extracto

g Gramo

Glso Concentracion de la muestra en la cual se inhibe el crecimiento neto de las
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4 Resumen

Las plantas han sido fuente de curacion desde la antigiiedad. En la actualidad continua ese

interés en la busqueda de productos naturales que den lugar a nuevos farmacos.

En este trabajo se ha estudiado la citotoxicidad y la composicion quimica de las hojas y flores
macho de Castanea sativa Miller con el fin de purificar y aislar compuestos citotoxicos y asi
poder ampliar mas los conocimientos sobre estos residuos naturales como posible fuente de

curacion.

Se obtuvieron distintos extractos progresivos en polaridad: n-hexano, diclorometano, Acetato
de etilo (AcOEt), en etanol:agua (70:30, v/v) que a su vez fue fraccionado en dos fases
inmiscibles (r-butanol y agua), y finalmente en agua caliente (decoccion). Se evalud la
actividad citotoxica de los extractos mediante el método de la sulforodamina B frente a lineas
celulares humanas: MCF7 (adenocarcinoma de pecho), NCI-H460 (carcinoma de pulmoén),
HeLa (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular). Para evaluar la toxicidad se
utilizaron lineas celulares PLP2 (cultivos primarios de células no tumorales de higado de

cerdo).

Los extractos mas activos fueron: diclorometano flores (DF), diclorometano hojas (DH) y
hexano hojas (HH). Los extractos HH y DH se fraccionaron mediante la técnica VLC
(cromatografia liquida a vacio). Las fracciones obtenidas se volvieron a ensayar frente a las
lineas celulares antes mencionadas, y los resultados mostraron que las que mayor actividad

tenian fueron: HD6, HD7, HD8, HD9, HHS y HH9.

Se realizo la caracterizacion quimica de estas fracciones con el fin de identificar los
compuestos presentes mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H y de C y
Espectrometria de Masas (GC-MS y HRMS), comparando los resultados con bases de datos

de espectros y con la bibliografia.

Se identificaron 11 compuestos entre los que destacaban: lupeol (mayoritario en las fracciones
HH8 y HH9) y loliolida (en HD6, HD7 y HDS8). Se consigui6 el aislamiento de ambos
compuestos mediante una cromatografia de columna. Se consiguio purificar el Lupeol y la
Loliolida. Se evalu6 la actividad citotoxica de los dos compuestos concluyendo que estos
compuestos no eran los responsables de toda la bioactividad observada, y en caso de serlo, su

actividad se veria potenciada por la presencia de otros compuestos presentes en las fracciones.
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de flores y hojas de Castanea sativa Miller X1



5 Abstract

Since ancient times that plants have been considered a source of different therapeutic
principles. Nowadays the search for natural products that could lead to new drugs, justifies

the importance of their structure elucidation and bioactive properties evaluation.

In order to increase the knowledge on natural products and their different uses, in particular
on Castanea sativa Miller (chestnut), we have studied the cytotoxicity and chemical
composition of its leaves and male flowers. The main objective was to isolate and purify the
cytotoxic compounds present in these matrices.

The extractions were performed by sequential maceration, using different polarity solvents:
hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol: water (70:30, v/v); this extract was
fractioned in two immiscible phases (n-butanol and water); and water (decoction). The
evaluation of cytotoxicity was conducted by SRB (sulphorodamine B) assay in human tumor
cell lines: MCF-7 (breast carcinoma), NCI-H460 (non-small lung carcinoma), HeLa (cervical
carcinoma) and HepG2 (hepatocellular carcinoma) and in primary cultures of porcine liver

cells (PLP2).

The most actives extracts were: dichloromethane flowers (DF), dichloromethane leaves (DH)
and hexane leaves (HH). The extracts HH and DH were fractioned by VLC (vacuum liquid
chromatography) and the fractions obtained were also screened for their cytotoxicity. The
results showed that the most active fraction were: HD6, HD7, HD8, HD9, HHS y HH9.

The chemical characterization was made with different spectral methods: 'H and *C nuclear
magnetic resonance and mass spectrometry (GC-MS and HRMS); the spectral dates were
compared with standards, spectral databases and literature, in order to identify the

compounds, present in the obtained fractions.

Eleven compounds were identified and two of them were very interesting: Lupheol (mainly in
fractions HH8 and HH9) and Loliolide (in HD6, HD7 and HDS). The isolation of both
compounds was achieved by column chromatography and the purification was quite efficient.

Both compounds were screened for their cytotoxicity and the results showed that they were
not responsible for all the observed bioactivity, and if responsible, the bioactivity is enhanced

by the presence of other compounds in the fractions.

Fraccionamiento y aislamiento de bioactivos con potencial citotdxico en células tumorales

de flores y hojas de Castanea sativa Miller X1



6 Motivacion

6.1 Interés
Portugal es junto con Italia uno de los mayores productores de castafias de Europa, siendo el
nordeste de Portugal el responsable del 85% de la produccion total. Esto reporta a esta zona
montafiosa de Portugal millones de euros cada temporada. Dicha produccion también genera
residuos organicos: hojas, flores machos, cortezas (interna y externa). A estos residuos
tradicionalmente se les ha dado un uso terapéutico: las infusiones de hojas y flores se
utilizaban como mucolitico, antiespasmoddico y en tratamientos anti-disentéricos entre otros
(Neves et al., 2009). En un estudio reciente se ha demostrado que las decocciones e infusiones

de hojas y de las flores macho tienen poder antitumoral (Carocho et al., 2014).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las primeras causas
de muerte en los paises industrializados, cada afio mueren 8,2 millones de personas en todo el
mundo a causa del cancer. La tasa de casos ha aumentado un 70% en las ultimas dos décadas

y existen mas de 100 tipos de cancer. (OMS, 2015)

Por estas razones es interesante fraccionar y aislar todos los principios activos antitumorales
de las hojas y flores, para investigar si la citotoxicidad demostrada es gracias a las sinergias
generadas entre los distintos bioactivos o por el contrario es uno de ellos el que presenta la
citotoxicidad. Las dos variedades de castaiio mas cultivadas son Judia y Longal, por ello

seran las dos que utilizar¢ en la investigacion.

6.2 Descripcion botanica
El nombre cientifico del castafio es Castanea sativa Miller, las variedades que vamos ha
estudiar seran la Longal y la Judia. Segun se describe en la enciclopedia Flora ibérica (Real
jardin botanico, 1990) el castafio es un arbol caducifolio de hasta 30 m de la familia de las
Fagaceae, de tronco muy grueso, hueco en la vejez. Corteza lisa, cenicienta o pardusca hasta
los 15-20 afos, después castafio-oscura y agrietada longitudinalmente. Ramitas glabras,
castafio-rojizas. Como podemos observar en la figura 1 las hojas son de 10-25 x 5-8 cm, son
oblongo-lanceoladas, agudas o acuminadas, anchamente crenado-aserradas o aserradas, con
dientes cuspidado-aristados, la base va de subcordadas a subtruncadas, las hojas jovenes son
verde-cenicientas, por el envés; después, verdes y tan s6lo escuamulosas. Los amentos son
largos y erectos, los inferiores son masculinos (13-30 cm de longitud y 5-7 de diametro, de
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joven son verdes y en la antesis se trasforman en amarillos) y los superiores androginos (10
cm de didmetro, al principio verdes y luego acastafiadas, con espinas fasciculadas y largas).
Los aquenios son de 2,5-4 cm, levemente atenuados y agudos en el apice, castaiios, brillantes.

La figura 1 muestra una imagen donde podemos apreciar las partes mas caracteristicas de

Castanea sativa Miller

b)Ramita con cipula y amento
c-d)Flor masculina y bracteas
c-f)Flores femeninas

g-h)Cupula y aquenios

Figura 1: Imagen de las partes de Castanea sativa que se describen en la enciclopedia Flora ibérica (Real jardin
botanico, 1990)

6.3 Usos tradicionales y propiedades
Principalmente el aprovechamiento del castafio ha sido alimenticio, ya que las castafias tienen
un alto poder nutricional y se pueden consumir de distintas formas: crudas, asadas, en puré¢ o
incluso, en épocas de escasez se molian para hacer pan con la harina obtenida. La madera
también es codiciada por su dureza y por su resistencia a la alternancia de sol y humedad

(incluso endurece con la humedad) (Carvalho, 2005).
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Segtn la pagina web Botanical-online tradicionalmente se han usado las distintas partes del
castafio para el tratamiento de distintas patologias por su alto contenido de taninos. Estos le
confieren propiedades astringentes, bacteriostaticas, expectorantes, calmantes y antitusivas.
Se han usado por via interna para el tratamiento de diarrea y tos. En cuanto al uso externo,

también se ha utilizado para la curacioén de heridas. Partes utilizadas:

Hojas: Son astringentes, se han usado para el tratamiento de la diarrea y la disenteria, pero en
menor medida que la corteza, ya que el contenido de taninos es menor (Real jardin botanico,
1990). La aplicacion interna de las decocciones e infusiones realizadas con hojas secas se
utilizan para el tratamiento de afecciones de sistema respiratorio como la tos, bronquitis y
asma, ademas también se utilizaba para reducir el colesterol y el tratamiento de la gripe
(Carvalho, 2005); en cuanto a la aplicacion externa se utilizan para el tratamiento de faringitis

(mediante gargarismos), heridas y llagas (Botanical-online).

Corteza: Es astringente por el elevado contenido de taninos. Los preparados realizados con la
corteza tienen un uso interno para el tratamiento de diarrea y la disenteria (Real jardin

botanico, 1990).

Fruto: La pagina Web vivelanaturaleza afirma que el consumo de estos frutos esta
especialmente indicado en personas con artritis y en dietas especificas para hipertensos y
enfermos cardiacos. Tradicionalmente también se ha utilizado para tratar el dolor de muelas

(Vallejo et al., 2005).

Fruto con erizo (fruto con cupula y aquenios): La decoccion de un namero impar de erizos

(ctpula con aquenios) se empleaba para lavados que alivian las almorranas (Carvalho, 2005).

En el mercado podemos encontrar innumerables productos realizados a partir de la castafia, la
mayoria de ellos dirigidos a la alimentacion. Hay una amplia gama de productos donde
destacan todo tipo de preparaciones a partir de la castafia: Castafnas frescas, secas, cocidas,

bizcochos y magdalenas de castafias, cerveza, cremas de castaias o harinas de castafias.
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6.4 Bioactividad de las flores y las hojas de la Castanea sativa Miller
Dada la importancia de la castafia en el nordeste de Portugal, el Centro de Investigacion de
Montana (CIMO) situado en Braganga ha realizado varias investigaciones en torno al castafio;
muchos de dichos trabajos tenian como fin investigar el valor nutricional de la castafia y la
investigacion de distintos métodos de conservacion. También han realizado investigaciones

para demostrar la bioactividad de todas las partes del castafio.

6.4.1 Infusiones y decocciones de flores de Castanea sativa Miller, como matrices con
efecto antitumoral y antimicrobiano (Carocho ez al., 2014)
Para esta investigacion se utilizaron flores macho de Castanea sativa Miller, exactamente de
las variedades Judia y Longal, ya que son las mas cultivadas. Se investigaron la actividad
antitumoral y antifungica de los preparados, pero también se obtuvo la actividad antioxidante
y el perfil fendlico, siendo los mayoritarios el trigaloil-HHDP-glucésido y el glucosido de
pentagaloilo. Estos compuestos tienen muchos efectos sobre las células tumorales, que
muestran mediante los siguientes mecanismos de accion: la inhibicion completa del
crecimiento, induccidn de la apoptosis, la supresion de la secrecion de metaloproteinasas de la

matriz y la reduccion del comportamiento invasivo de tumores.

Las lineas celulares cancerosas utilizadas para el estudio de la actividad antitumoral fueron:
MCF7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (cancer pulmon), HelLa (céncer cervical),
HCT15 (céancer de colon) y HepG2 (carcinoma de higado). Estas lineas celulares son las més
utilizadas para el screening primario de principios activos antitumorales. Para evaluar la
hepatotoxicidad de cada principio activo se utilizan lineas celulares PLP2 (cultivos primarios

de células no tumorales de higado de cerdo).

Los resultados obtenidos se expresan Glsy (concentracion de la muestra en la cual se inhibe el
crecimiento neto de las c€lulas al 50%). Los resultados obtenidos aparecen en la siguiente

tabla:
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Tabla 1: Actividad antitumoral de los extractos de las hojas y flores de Castanea sativa Miller (obtenida de

Carocho et al., 2014).

IL 1J DL DJ Ellipticine
(ug/mL)
MCEF7 292,64 £ 0,81 287,95 + 6,80 287,95+ 6,80 293,14 £ 4,15 0,91 £ 0,04

HCTI15 292,00 £ 11,79 276,84 £ 17,10 196,54 + 26,47 259,85 £13,79 1,91 £ 0,06

HeLa >500 >500 >500 >500 1,14+ 0,21
HepG2 266,01 £ 20,44 311,15+ 2,99 278,09 £ 7,73 361,14+ 7,84 3,22+ 0,67
PLP2 >500 >500 >500 >500 2,06 £ 0,03

Notas: IL=infusioén de Longal IJ=infusion Judia DL=decoccion Longal DJ=decoccion Judia

Los extractos utilizados mostraron una hepatotoxicidad nula en cultivos primarios de células
no tumorales de higado de cerdo (PLP2), demostrando la seguridad del consumo de las flores
del castafio. A las concentraciones mas elevadas los extractos no mostraron ningun tipo de
efecto en los cultivos de cancer cervical (HeLa). En los cultivos de cancer de pecho (MCF7)
todas las muestras tuvieron el mismo efecto sin ninguna diferencia estadistica significativa.
En cuanto al carcinoma de colon (HCT15) la decoccion de Longal (DL) fue la mas efectiva.
En la linea celular de carcinoma de higado (HepG2) la actividad de los extractos conseguidos
de la variedad Longal tuvieron un efecto significativamente mayor a los de la variedad Judia.
En cuanto a los métodos de extraccion se pudieron observar diferencias en dos tipos de

cultivo, las decocciones resultaron ser mas efectivas contra el HCT15.

La actividad antitumoral que mostraron estos extractos puede estar relacionada con la
presencia de trigaloil-HHDP-glucosido y glucosido de pentagaloilo, éste en menor cantidad;
estos son los polifenoles mayoritarios encontrados en las flores, y pertenecen a la familia de
los ellagitaninos, que han mostrado actividad antitumoral. El pentagalloyl ha mostrado
actividad proapoptoética, antiproliferativa, antiangiogénica y antimetastatica; y ha sido usado

en cancer de prostata, de pecho, de pulmon y en sarcoma.

Investigaciones adicionales de los compuestos aislados y purificados mostraran la relacion de
cada principio activo con esta actividad antitumoral mostrada por los extractos. En esto
consiste una parte de esta investigacion, en el fraccionamiento de los compuestos encontrados
en estos extractos para estudiar su potencial antitumoral individualmente, para saber si la
actividad antitumoral es gracias a la actividad de un solo compuesto o bien gracias a las

sinergias que generan todos los compuestos.
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6.4.2 Actividad antioxidante de los extractos de flores, hojas, corteza y frutos
(Castanea sativa Miller Longal) (Barreira et al., 2007)
En la actualidad sabemos que los radicales libres pueden causar dafios irreversibles en los
tejidos, mediante transformaciones moleculares o genéticas. El oxigeno es necesario para los
organismos aerobios, pero sus metabolitos (ROS) pueden ser altamente toxicos. En individuos
sanos, la produccion de radicales libres y las defensas antioxidantes naturales, las genera el
propio organismo o las ingerimos con los alimentos, estan en equilibrio. Pero este equilibrio
se puede romper por distintas razones como el aumento de radicales o la disminucion de las
defensas, cuando esto ocurre aparece el stress-oxidativo. Este puede causar dafos
cardiovasculares, arterioesclerosis, cataratas, inflamaciones cronicas y enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson. Los radicales libres y ROS inducen la

peroxidacion lipidica, causando el deterioro de los alimentos.
Para obtener la actividad antioxidante de cada extracto se realizaron distintos ensayos:

e Neutralizacion de los radicales de DPPH

e Poder reductor

e Inhibicion de la decoloracion de -Caroteno

e Inhibicion de la hemolisis oxidativa en eritrocitos (AAPH)

e Inhibicion de la peroxidacion lipidica en los tejidos de cerebro de cerdo mediante la
formacion de acido tiobarbiturico (TBARS)

e Contenido total de Fenoles

e Contenido total de Flavonoides

Los resultados obtenidos que nos interesan son los expresados en la tabla 2 como ECs
(concentracion del extracto en la cual el efecto es la mitad del maximo) y CV (coeficiente de

variacion).
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Tabla 2: Actividad antioxidante de los extractos de las hojas y flores de Castanea sativa Miller y contenidos de

fenoles y flavonoides encontrados en dichos extractos.

Flores Hojas
Actividad de captacion de radicales EC50 74,9+0,60 170+2,49
Ccv 0,80 1,47
Poder reductor EC50 87,3+0,03 313+0,03
Ccv 3,52 0,99
Inhibicién de la decoloracion EC50 161£17,54 145+10,59
Ccv 10,9 6,94
Inhibicion de hemdlisis EC50 196+6,88 169+8,99
Ccv 3,51 5,32
TBARS EC50 9,9342,05 31,441,997
Ccv 2,83 3,86
Rendimiento de la extraccion % 16,3+£0,95 20,9+1,22
Contenido total de Fenoles mg/g 298+5,73 103+2,98
CV (%) 1,92 2,90
Contenido total de Flavonoides mg/g 160+5,32 54,5+3,74
CV (%) 3,33 6,86

Podemos observar los efectos que tienen los distintos extractos del castafio, en este caso solo
he utilizado los datos de las partes que yo utilizare en mi investigacion. Hay que tener en
cuenta que se usaron extractos en vez de compuestos fitoquimicos, estos aumentan su efecto
bioactivo gracias a las adiciones y sinergias. Por lo que a una dieta rica en frutas y vegetales
se le atribuye una compleja mezcla de fitoquimicos presentes en la comida. Esto explica que
un solo antioxidante no puede reemplazar la combinacion de fitoquimicos para lograr

beneficios sanitarios.

Los resultados obtenidos tienen correlaciéon con los contenidos de fenoles y flavonoides
determinados en cada extracto. En cuanto a los fenoles es una correlacion lineal negativa; es
decir, Los extractos que contienen mas fenoles muestran ECsy menor. Con los flavonoides

también pasa lo mismo pero el coeficiente de correlacion es menor.

7 Composicion quimica de las flores y las hojas
Las moléculas mas importantes encontradas con actividad antitumoral son los compuestos
fenolicos, mas concretamente trigaloil-HHDP-glucosido y el glucdsido de pentagaloilo. En
cuanto a la actividad antioxidante encontraremos compuestos fenolicos y flavonoides.
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En los extractos etanolicos de las hojas de Castanea sativa Miller encontraremos un alto
contenido de ellagitaninos, en menor cantidad encontraremos gallotaninos y todavia en menor
cantidad encontraremos los flavonoides. En cuanto a los extractos acuosos podremos

encontrar polimeros fenolicos y taninos (Diaz-Reinoso ef al., 2011).

Investigadores de la Universidad de Pisa (A. Marsili ef al.,1972) consiguieron aislar distintos
constituyentes de las hojas de Castanea sativa Miller: Acido ursolico, ceras, lupeol,
hidrocarburos alifaticos, acidos grasos (laurico, tridecanoico, miristico, pentadecanoico,
palmitico, palmitoleico, eptadecanoico, estedrico, oleico, linoleico, monocosanoico,

tricosanoico)

En las variedades Judia y Longal se han identificado distintos acidos organicos: Acido
oxalico, cis-aconitico, citrico, ascorbico, malico, quinico y fumarico (Ribeiro ef al., 2007). En
los frutos también podemos encontrar un contenido significativo de polifenoles, entre los que

predominan el 4cido gélico y el elagico (De Vasconcelos et al., 2010).

En cuanto a la corteza del castafio se han aislado distintos polifenoles que nos pueden ser

utiles en nuestra investigacion: Castalina (1), Vescalgina (2), Castalagina (3),

Acutisima A (4), Galloylhamamelosa (5), Curilagina (6), (3,5-Dimetoxi-4-hidroxifenol)-1-O-
B-D-(6"-O-galloil)-glucosido (7), Castanin (8) (Lampire et al., 1998).

Figura 2: Estructuras de las moléculas aisladas de la corteza de Castanea sativa:
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Nota: Todas las estructuras excepto la 4(Pubchem 2016) estan tomadas de Lampire et al., 1998.

8 Objetivos

a) Obtener extractos progresivos en polaridad partiendo de las hojas y flores de Castanea
sativa Miller.

b) Utilizar los extractos previamente obtenidos en lineas celulares tumorales.

¢) Fraccionar los extractos con poder antitumoral, para obtener los compuestos aislados.

d) Identificar los compuestos fraccionados anteriormente.

e) Utilizar los compuestos aislados en lineas celulares tumorales.

El objetivo principal de esta investigacion es la confirmacion del poder antitumoral de los
extractos de las hojas y las flores del castafio. Las investigaciones realizadas anteriormente se

han realizado con los extractos acuosos, en cambio en esta investigacion también se utilizaran
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los extractos lipofilos. Con ello podremos obtener unos resultados méas completos, en cuanto

al poder antitumoral y a la composicidén quimica.

Las distintas extracciones progresivas en polaridad se realizaron de la siguiente manera: La
primera fue en n-hexano, la segunda en diclorometano, la tercera en etanol:agua (70:30), en
este extracto realizamos un fraccionamiento inicial en dos fases inmiscibles (n-butanol y
agua), y la cuarta la realizamos en agua caliente (decoccion). Por lo tanto, en la primera fase

obtuvimos seis extractos diferentes:

1. Extracto en n-hexano

Extracto en diclorometano

Extracto en Acetato de etilo

Extracto en etanol:agua soluble en n-butanol

Extracto en etanol:agua insoluble en n-butanol

A

Extracto en agua caliente (decoccion)

Para demostrar el poder antitumoral de las hojas y flores de Castanea sativa Miller.
utilizamos los extractos distintos cultivos de células tumorales. Las lineas celulares
cancerosas que utilizamos para el estudio de la actividad antitumoral fueron: MCF7
(adenocarcinoma de pecho), NCI-H460 (cancer de pulmon), HelLa (carcinoma cervical) y
HepG2 (carcinoma hepatocelular). Para evaluar la hepatotoxicidad de cada principio activo se
utilizaron lineas celulares PLP2 (cultivos primarios de células no tumorales de higado de

cerdo).
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9

9.1

Materiales y métodos

Muestras

Las flores y hojas de Castanea sativa Miller fueron recolectadas en junio de 2013 cerca de

Oleiros (Braganga 41° 51’ 02" N, 6° 49" 54" W). Se eligieron dos de los cultivos mas

representativos en el mercado portugués y europeo, es decir las variedades Judia y Longal.

Las muestras fueron liofilizadas (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas, KS, USA) para después

ser trituradas hasta obtener un polvo fino; finalmente se mezcld para conseguir una muestra

homogénea.

9.2 Reactivos
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9.2.1 Extracciones

n-Hexano (Hex): Destilado en el laboratorio de quimica farmacéutica de la USAL
Diclorometano (DCM) para andlisis de la marca Carlo Erba

Acetato de etilo (AcOEt) para andlisis de la marca Carlo Erba

Etanol 96% (EtOH) puro grado farmacéutico de la marca Panreac

Agua desionizada: obtenida en un sistema de purificacion de agua Millipore Direct-Q
(TGI Water Systems, EUA)

n-Butanol (BuOH) para analisis de la marca Carlo Erba

9.2.2 Evaluacion del poder antitumoral y la citotoxicidad de los extractos

Se utilizaron los reactivos recomendados en el método colorimétrico de la
sulforodamina B:

Los medios de cultivo fueron RPMI-1640 y DMEM a los que se le afiadié 1% L-
glutamina, 1% penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 pug/mL respectivamente),
1% aminoacidos no esenciales y 10% suero fetal bovino (SFB) (Hyclone; Logan,

Utah, EUA), 4cido tricloroacético (TCA) al 10% de la marca Panreac

Agua desionizada y autoclavada

Tripsina-EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) de la marca Gibco Invitrogen Life
Technologies

Solucién salina de Hank’s (HBSS) de la marca Gibco Invitrogen Life Technologies
Tris [2-amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol)] de la marca Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA)
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e Dimetil sulfoxido (DMSO) de la marca Fisher Chemical
e Acido acético al 1% de la marca Fisher Chemical
e Elipticina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA)

e Azul tripano de la marca Gibco

9.2.3 Fraccionamiento de los extractos, mediante VLC con mayor actividad
antitumoral
e Hexano (95% alcanos) para sintesis de la marca Panreac
e Metanol (HPLC-gradiente) PAI-ACS de la marca Panreac
e Acetato de etilo para andlisis de la marca Carlo Erba
e Silice: Silicagel 60 (0,063-0,200 nm) Merck

e Diclorometano para andlisis de la marca Carlo Erba

9.2.4 Espectroscopia RMN (‘Hy C)

Cloroformo deuterado (CDCIl3) (Cambridge Isotope Laboratories)

Metanol deuterado (CD;0OD) (Cambridge Isotope Laboratories)

Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de) (Cambridge Isotope Laboratories)

9.2.5 Cromatografia de capa fina
e Placas de DC-Fotigfolien ALUGRAM®Sil G/UV254, de 0,20 mm de anchura
(Macherey-Nagel)
e Diclorometano para andlisis de la marca Carlo Erba
e Acetato de etilo para andlisis de la marca Carlo Erba
e Metanol (HPLC-gradiente) PAI-ACS de la marca Panreac

e Hexano (95% alcanos) para sintesis de la marca Panreac

9.2.6 Fraccionamiento en columna
e Arena de Mar lavada, grano fino QP de la marca Panreac
e Gel de silice 60 (0,040-0,063 mm) de la marca Merck
e Diclorometano para andlisis de la marca Carlo Erba
e Acetato de etilo para andlisis de la marca Carlo Erba

e Metanol (HPLC-gradiente) PAI-ACS de la marca Panreac
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9.3 Material y equipamiento
Para la identificacion de estructural de los compuestos presentes en las distintas fracciones se

utilizo el siguiente equipamiento:

e Espectrometro de resonancia magnética nuclear Varian modelo Mercury Vx 400 MHz
(400 MHz para 'H y 100 MHz para "°C) (figura 3).

e Cromatbgrafo de gases Hewlett Packard 5890 Series II acoplado a detector de masas
MSD Hewlett Packard 5972 (Figura 9): Columna cromatografica de composicion (5
%-fenil)-metilpolisiloxano HP-5ms de Agilent (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) con helio
como gas portador (figura 3).

e Espectrometro de masas Applied Biosystems QSTR XL, con modo de ionizacidon por

electrospray a 5500 V y detector de cuadruplo-tiempo de vuelo ESI-Q-TOF del
Servicio General de Masas de la USAL.

Figura 3: Cromatégrafo de gases (izq.) y Espectrometro de resonancia magnética nuclear (dcha.)

9.4 Extraccion

Las extracciones se realizaron siguiendo el esquema de la figura 5. Para eso se utilizaron
distintos disolventes progresivos en polaridad. Para todos los extractos se utilizd la misma
relacion de muestra y disolvente, concretamente 1:50. La cantidad de cada muestra utilizada
en las extracciones fue de 3,00 g tanto en el caso de las hojas como de las flores. Teniendo en
cuenta la cantidad de muestra y la relacion muestra:disolvente (g:mL), se utilizaron 150 mL
de disolvente en cada extraccion. Todas las extracciones tuvieron una duracion superior a 20
horas con agitacion (figura 4), y se realizaron por duplicado para extraer el maximo ntimeroff
de compuestos solubles en cada disolvente. Excepto las extracciones realizadas en EtOH/H,0

(70:30) y la decoccion acuosa.
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Para la concentracion de los extractos obtenidos se utilizd un rotavapor (Buchi R-210) con
bafio calefactor (modelo B-491) de la misma marca; las condiciones para ello fueron de 40 °C
y presion reducida, excepto en el butanol que la temperatura fue de 50 °C. El agua del

extracto acuoso se elimind en un liofilizador (modelo Lyoquest) de marca Telstar.

Mediante este proceso obtuvimos seis extractos por cada parte de la planta: extracto en Hex,
extracto en DCM, extracto en AcOEt, extracto en EtOH/H,O soluble en butanol (sBuOH),

extracto en EtOH/H,O insoluble en butanol (sH,O) y decoccion acuosa.

Figura 4: Extraccidon por maceracion y agitacion de las flores (izq.) y hojas (dcha.)
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3 g muestra

Extraccién en Hexano(1:50) 150 mL
Agitacién a T2 ambiente(< 20h)
Filtrado al vacio

—

Residuo vegetal

Extracto en Hexano

Extraccién en Diclorometano (1:50) 150 mL
Agitacién a T2 ambiente (< 20h)

Filtrado al vacio

—

1
. Residuo vegetal ~.

Extraccién en Acetato de etilo (1:50) 150 mL Extracto en Diclorometano
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Figura 5: Esquema que se sigui6 para la obtencion de los extractos
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9.5 Evaluacion de la actividad citotoxica
Las lineas celulares utilizadas para evaluar la actividad antitumoral in vitro fueron: MCF-7
(adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmon), HeLa (carcinoma cervical) y
HepG2 (carcinoma hepatocelular). Para evaluar la hepatotoxicidad de los extractos se utilizo

un cultivo primario de células de higado de cerdo, PLP2 (porcine liver primary cell culture).

La evaluacion de la actividad citotoxica se realizo a partir de los extractos que obtuvimos en
el apartado 9.4; para ello se disolvieron 8 mg de cada extracto en 500 uL. de DMSO; excepto
los extractos etandlicos solubles en agua y los obtenidos en las decocciones, estos se
disolvieron directamente en 500 pl. de agua desionizada y autoclavada. A todas las
disoluciones se les afiadi6 500 uL de agua desionizada y autoclavada para obtener una
concentracion final de 8 mg/mL. A partir de estas disoluciones se realizaron diluciones
sucesivas en las microplacas de 96 pocillos, se diluyeron 4 para utilizarlas en el ensayo, es
decir se pipetearon 75 plL de la disolucion primaria y se le afiadieron 225 ulL de agua
desionizada y autoclavada, se obtuvieron cuatro disoluciones con las siguientes

concentraciones: 8 mg/mL, 2 mg/mL, 0,5 mg/mL y 0,125 mg/mL.

Para la evaluacion de la actividad citotoxica se pipetearon 10 uL de cada disolucién en una
microplaca de 96 pocillos. Se realizaron dos pipeteos por cada placa y el ensayo se realizo por
duplicado para obtener la mayor representatividad posible, es decir cada muestra se ensayo
cuatro veces. Finalmente se afiadieron 190 uL de suspension de las lineas celulares tumorales

con 50 000 celulas/mL.

Para determinar la densidad celular después de incubar las lineas celulares con las distintas
concentraciones de los extractos se utilizd el ensayo colorimétrico de la sulforodamina B
(SRB) (Vichai et al., 2006). Los resultados obtenidos se expresan en Glso, es decir la
concentracion de la muestra en la que se inhibe la proliferacion celular al 50%. Esta se calcula
utilizando el grafico del porcentaje de inhibicion celular frente a la concentracion de la

muestra. La ellipticina se utilizé como control positivo.
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9.5.1 Actividad antiproliferativa en lineas celulares tumorales humanas

Las células tumorales se mantuvieron en un medio de cultivo para células adherentes
(RPMI-1640) enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado mediante calor,
1% L-glutamina (2 mM), 1% penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL
respectivamente), 1% aminodcidos no esenciales, en incubadoras de aire humidificado con
5% de CO;, a 37 °C (HF 151, Heal Force). Todos los ensayos se realizaron en un ambiente
aséptico, para ello se realizaron dentro de una cdmara de flujo laminar vertical (Telstar,
AV-30/70).

El primer paso que realizamos fue retirar el medio de cultivo de cada caja de cultivo.
Después se les adicion6 HBSS (2 mL), el medio que se utiliza para el lavado, a
continuacion, se retird y se les afadio tripsina (1,5 mL), las cajas se incubaron (5% de CO;
a 37 °C) durante 3 min, para favorecer la disgregacion de las células de las cajas.
Seguidamente se les afiadi6 medio de cultivo (3 mL) para saturar la tripsina. Las
suspensiones celulares que se obtuvieron se transfirieron a tubos de Falcon estériles para su
posterior centrifugado (1200 rpm durante 5 min). El sobrenadante se desecho y las células
se volvieron a suspender en medio de cultivo (5 mL), se retiraron 75 puL de suspension y se
le afiadieron 75 uL de azul tripano para realizar el conteo de las células en una camara
Neubauer.

Se prepararon suspensiones de células con una densidad celular de 50000 células/mL y se
colocaron 190 pL de las suspensiones celulares junto a 10 pl de las distintas
concentraciones de las muestras que preparamos con anterioridad. Con esto conseguimos
unas concentraciones de extracto en los pocillos de 400 pg/mL, 200 pg/mL, 25 pg/mL y
6,26 ug/mL.

Después de incubar las microplacas durante 48 horas a 37 °C y 5% de CO; se realiz6 la
evaluacion de la densidad celular de cada pocillo utilizando el ensayo de la SRB,
anteriormente mencionado. Para realizar este ensayo se adicionaron 100 pL de acido
tricloroacético frio (TCA, 10%) en cada pocillo y se incubaron las microplacas a 4 °C
durante 60 min; después se limpiaron con agua destilada, este proceso se repitid tres veces
para garantizar la eliminacion de todo el TCA, y luego se secaron. El siguiente paso fue
adicionar 100 pL de una solucion de SRB (0,1% en 1% de acido acético), se dejo actuar a

temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se les afiadi6 acido acético (1%)
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para limpiar el SRB sobrante y se seco, este paso se repitid tres veces para asegurar una
limpieza maxima. El ultimo paso fue adicionar 200 puL de la base TRIS (10 mM, pH 7,4).
Después se realizd la lectura, para ello se agitaron las microplacas con un agitador
especifico (Stat Fax-2100), esto se realizo para solubilizar el SRB; la absorbancia se midi6

a 540 nm en el lector de microplacas (BioTek® ELx800). (Figura 6)

Figura 6: Agitador de microplacas (izq.) y lector (dcha.)

9.5.2 Evaluacion de la hepatotoxicidad de los extractos en células de higado no
tumorales de cerdo

El higado que se utilizod para realizar un cultivo primario se obtuvo de un matadero local.
Para ello se siguio6 el procedimiento descrito por el grupo de investigacion del IPB donde
se ha realizado el presente trabajo (Abreu et al., 2011). Los tejidos se limpiaron usando una
solucion salina Hanks que contenia 100 U/ml de penicilina y 100 ng/mL de estreptomicina
para después dividirlos en explantes de 1x1 mm3. Los explantes se colocaron en cajas de
cultivo de 25 cm® con medio DMEM enriquecido con suero fetal bovino (SFB al 10%),
aminoacidos no esenciales (2mM) y 100 U/ml de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina y se incubaron a 37°C con atmosfera humedecida con 5% de CO,. El medio
se cambié cada dos dias. La monitorizacion del cultivo se realizo utilizando un
microscopio invertido (Nikon Eclipse Ts 100). Para realizar la evaluacion de la
hepatotoxicidad de cada muestra se transfirié 190 puL del cultivo a una microplaca de 96
pocillos, la densidad celular fue de 1x104 células/pocillo; a estos se les afiadieron 10 pL de
cada extracto. Se cultivaron durante 48 h y se realiz6 el método SRB que he descrito antes,

tras la lectura de los resultados se pudo observar la hepatotoxicidad de cada extracto.
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9.6 Fraccionamiento de los extractos
Los extractos que fraccionamos fueron los que tuvieron un poder antitumoral mayor, es decir
el extracto de las hojas en hexano (HH) y diclorometano (DH), y el extracto en diclorometano
de las flores (DF). Las cantidades obtenidas de extractos fueron inferiores a las necesarias
para un fraccionamiento optimo, por lo que se realizd una extraccion como las realizadas
anteriormente, pero partiendo de una muestra mayor, exactamente de 28,4 g de flores y 29,2 g
de hojas respectivamente. La relacion muestra:disolvente fue la misma, es decir 1:50. Por lo
demas el proceso de extraccion fue exactamente igual al explicado anteriormente en el
apartado 9.4, pero realizando solo la extraccion hasta la etapa de obtencion de los extractos

HH, DH y DF que son los que fraccionamos por presentar efecto antitumoral.

Para el proceso de fraccionamiento de los extractos utilizamos la técnica cromatografica
denominada Vacuum Liquid Chromatography o VLC (J.C.Coll et al., 1986 y S.W.Pelletier et
al., 1986) (figura 7).Esta técnica se basa en el fraccionamiento de los extractos mediante
cromatografia rapida a vacio. Para ello utilizamos una placa de filtrado sobre la que afiadimos
35 g de silicagel; con esto obtuvimos una fase fija con una relacion extracto:silice (g/g) de:
1:67 en el caso de extracto DH; 1:85 en el de HH y 1:123 en el de DH. Los extractos se
disolvieron en una pequeia cantidad de disolvente, exactamente en el utilizado para su
extraccion. El extracto se distribuyd por encima del soporte de silice, obteniendo una fina

capa homogénea de extracto en la parte superior.

Figura 7: Fraccionamiento mediante cromatografia VLC

Después se anadieron consecutivamente los eluyentes, secando a vacio entre cada una de las

etapas. Para decidir la composicion de los eluyentes a utilizar en este proceso se realizaron
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cromatografias de capa fina (TLC) con antelacion. En nuestro caso se utilizarén 50 mL de
cada eluyente y la relacion fue cambiando para obtener las distintas fracciones de polaridad
creciente. En el caso de los extractos en diclorometano estas fueron las fracciones y los

disolventes utilizados:

o HDI y FDI: Hexano

o HD2y FD2: Hexano:Acetato de Etilo (90:10)
o HD3 y FD3: Hexano:Acetato de Etilo (75:25)
o HD4 y FD4: Hexano:Acetato de Etilo (50:50)
o HDS5 y FDS: Hexano:Acetato de Etilo (25:75)
o HD6 y FD6: Hexano:Acetato de Etilo (10:90)
o HD7yFD7: Acetato de Etilo

o HDS8 y FDS: Acetato de Etilo:Metanol (90:10)
o HD9 y FD9: Acetato de Etilo:Metanol (75:25)
o HDI10y FDI10: Acetato de Etilo:Metanol (50:50)
o HDI1 yFDI11: Metanol

En el caso de los extractos de las hojas en hexano antes del fraccionamiento se realizd un
descerado. Para esto se disolvio el extracto en metanol caliente, después se filtro para separar
la parte insoluble (fraccion insoluble en metanol caliente, Fi, fraccion de ceras duras).

La fraccion soluble en metanol caliente se dejo enfriar a -20 °C durante 24 h, con esto
conseguimos que las ceras se precipitasen, consiguiendo un primer descerado al filtrar el
liquido (fraccidn cerosa, Fe, fraccion de ceras blandas) repetimos el proceso para optimizar el
descerado, la fraccion cerosa la afiadimos a la Fc. Mediante este proceso obtuvimos dos
fracciones que también utilizamos en el ensayo antitumoral de las fracciones. Para el
fraccionamiento del extracto de hexano se utilizd6 el mismo procedimiento que en los

extractos de diclorometano pero se cambiaron los eluyentes:
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o HHI1: Hexano

o HH2: Hexano:Diclorometano (95:5)

o HH3: Hexano:Diclorometano (90:10)

o HH4: Hexano:Diclorometano (75:25)

o HHS: Hexano:Diclorometano (50:50)

o HH6: Hexano:Diclorometano (10:90)

o HHT7: Diclorometano

o HHBS: Diclorometano:Acetato de Etilo (50:50)
o HHO9: Acetato de Etilo

o HHI10: Acetato de Etilo:Metanol (50:50)
o HHI11: Metanol

Las cantidades de algunas fracciones fueron muy inferiores a las necesarias para realizar el
ensayo antitumoral y el posterior estudio espectroscopico en gases/masas y RMN('H), por eso
se realizaron varias espectroscopias en capa fina (TLC). Dependiendo de los resultados que

obtuvimos, algunas fracciones se mezclaron consiguiendo las distintas fracciones:

o HDI o HHI1-7 o FDI1-3
o HD2 o HHS8 o FD4
o HD3 o HH9 o FD5
o HD4 o HHI10 o FD6
o HDS5 o HHI11 o FD7
o HD6 o Fi o FDS8
o HD7 o Fc o FD9
o HDS8 o FDI10
o HD9 o FDI11
o HDI10

o HDI11
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9.7 Evaluacion citotoxica de las fracciones
La evaluacion citotoxica de las fracciones obtenidas mediante el proceso descrito en el
apartado 9.6 se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento del apartado 9.5. Asi consiguid
identificar las fracciones con mayor actividad antitumoral. Estas fracciones se analizaron y se
purificaron para intentar obtener distintas fracciones o incluso en el mejor de los casos algliin

compuesto aislado. Para ello se realizaron los procesos explicados a continuacion.

9.8 Identificacion de los compuestos presentes en las fracciones
La identificacion de las fracciones con mayor actividad antitumoral se realizé mediante las
técnicas espectroscopicas RMN de 'H y C, y GC/MS. Para realizar la primera técnica
(Resonancia Magnética Nuclear) las fracciones se solubilizaron en cloroformo deuterado
(CDCls), en metanol deuterado (CDs;OD) y/o en dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dp).
Como referencia interna se utilizd la sefial del disolvente sin deuterar. Los desplazamientos
quimicos (J) se expresan en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en

hercios (Hz).

Para realizar la segunda técnica, es decir la cromatografia de gases — espectrometria de masas,
las fracciones se disolvieron en el disolvente en el que se extrajeron y se inyectdo 1 pL de la
disolucion en el cromatdgrafo de gases acoplado al espectroémetro de masas. La identificacion
de los compuestos volatiles se llevd a cabo por comparacion con los espectros de masas

presentes en la biblioteca Wiley WINO8 del National Institute of Standars and Technology
(NIST).

Por ultimo, para confirmar la formula molecular de los compuestos aislados se realizaron
espectros de masas de alta resolucion (HRMS). Los iones observados se expresaron segin su
relacion m/z y se comparan con los valores tedricos calculados para las formulas moleculares

posibles dentro del rango de tolerancia.

9.9 Cromatografia en columna
Se realizd otro fraccionamiento por medio del procedimiento de la cromatografia de columna
(figura 8) de las dos fracciones con mayor poder antitumoral para intentar purificar e

identificar algun compuesto:
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e HD 6-8: Fraccion formada por las fracciones HD6, HD7 y HDS; se agruparon por la
similitud de sus espectros de RMN de 'H y poder partir de mayor masa en la
purificacion.

Se fraccionod por cromatografia en columna sobre gel de silice 60. La muestra (87 mg)
se disolvié en DCM y se depositd en la parte superior de la columna. Para seleccionar
los eluyentes se realizé un estudio preliminar por TLC. Fueron los siguientes: DCM
(aprox. 50 mL), 200 ml DCM:AcOEt (9:1), 200 mL DCM:AcOEt (8:2), 200mL
DCM:AcOEt (1:1), 200 mL AcOEt, 200 mL AcOEt:MeOH (9:1), MeOH (aprox. 50
mL). Se recogieron 58 tubos de unos 15-20 mL y dos matraces, los que
aproximadamente contenian los 50 mL de las fases moviles inicial y final. Las
fracciones se agruparon, dependiendo de la semejanza de sus perfiles cromatograficos

y espectrales observados por TLC y por RMN de 'H.

e HH 8-9: Esta fraccion esta formada por las fracciones HH8 y HHO, que se agruparon
por la misma razén que los de la fraccion anterior.
Antes de comenzar el proceso de fraccionamiento se realizd otra separacién por
insolubilizacion, mediante la que se obtuvieron dos matraces: X (insoluble en
Hexano:DCM, 1:1) y 0 (solubles en Hexano:DCM, 1:1). El contenido del matraz 0 fue
el que se fraccion6 mediante la cromatografia de columna. Para esto se realizo el
mismo proceso que para la fraccion anterior. Lo Unico que cambid fue el peso de la
muestra, en este caso de 94 mg, y los eluyentes utilizados: Hexano (aprox. 50 mL), 9
Hexano: 1 AcOEt (100 mL), 8 Hexano: 2 AcOEt (200 mL), 6 Hexano: 4 AcOEt (100
mL), 2 Hexano: 8 AcOEt (100 mL), AcOEt (100 mL), MeOH (aprox. 50 mL). Se
recogieron 36 tubos de aproximadamente 25 mL y dos matraces que contenian

aproximadamente 50 mL.

Las fracciones obtenidas mediante este proceso se agruparon, dependiendo de la
semejanza de sus perfiles cromatograficos y espectrales observados por TLC y por

RMN de 'H.
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Figura 8: Cromatografia en columna

9.10 Evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos aislados
Mediante el proceso de aislamiento y purificacion llevado a cabo en el apartado 9.9 se
obtuvieron dos fracciones con un compuesto muy mayoritario en cada una, practicamente
puros. Se realizo el ensayo descrito en el apartado 9.5 para evaluar la actividad citotdxica de
estos compuestos aislados. Con esto podremos saber si el efecto citotdoxico se debe a estas
moléculas mayoritarias o a otras presentes en las fracciones o bien a sinergias entre estas

moléculas.
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10 Resultados y discusion

10.1 Rendimientos de la extraccion

Para obtener los rendimientos de las extracciones realizadas que se presentan en las siguientes

tablas se utilizaron las masas exactas de partida de las plantas: 3,001 g en las hojas y 3,002 g

en las flores.

Tabla 3: Rendimientos de cada extraccion de las hojas, representada en masa (mg) y porcentaje.

Disolvente 1* Extraccion 2% Extraccion Total
Masa % Masa % Masa %
mg mg mg

Hexano 49 1,6 8 0,27 57 1,9

DCM 42 1,4 6 0,20 48 1,6

AcOEt 35 1,2 2 0,07 37 1,2

EtOH/H,0 (70:30) soluble H,O 658 21,9 — — 658 21,9

EtOH/H,0 (70:30) soluble 490 16,3 — — 490 16,3
BuOH

Decoccién en H,O 37 1,2 — — 37 1,2

Nota: Las extracciones de los extractos EtOH/H,O (70:30) y la decocciéon no se realizaron extracciones
sucesivas, por lo que el rendimiento de la 1? extraccion es el total.

Tabla 4: Rendimientos de cada extraccion de las flores, representada en masa (mg) y porcentaje.

Disolvente 1* Extraccion 2% Extraccion Total

Masa % Masa % Masa %
mg mg mg

Hexano 36 1,2 8 0,27 44 1,5
DCM 28 0,93 3 0,10 31 1,0
AcOEt 42 1,4 11 0,37 51 1,7
EtOH/H,0 (70:30) soluble H,O 984 32,8 — — 984 32,8
EtOH/H,0 (70:30) soluble BuOH 515 17,2 — — 515 17,2
Decoccion en H,O 54 1,8 54 1,8

Nota: Las extracciones de los extractos EtOH/H,O (70:30) y la decocciéon no se realizaron extracciones
sucesivas, por lo que el rendimiento de la 1? extraccion es el total.
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Tras observar los resultados del rendimiento podemos concluir que los componentes
mayoritarios de las hojas y de las flores de Castanea sativa Miller son muy polares, ya que
los mayores rendimientos se han obtenido con los disolventes mas polares, es decir con

H,O/EtOH, extracto que fue fraccionado para dar lugar a los extractos “soluble H,O” y
“soluble BuOH”.

10.2 Evaluacion de la actividad citotoxica
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos de hojas y
flores sobre las cuatro lineas celulares tumorales humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmoén), HeLa (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma
hepatocelular); y de la hepatotoxicidad sobre un cultivo primario de células de higado de

cerdo: PLP2 (no-tumorales). Son los que aparecen a continuacion en las tablas Sy 6:

Tabla 5: Actividad citotoxica de los extractos de las hojas; valores expresados en Glso(pg/mL) (media £ SD).

Hexano DCM AcOEt sH,O sBuOH Decocciéon Ellipticina
NCI-H460 57+5 69 +7 98 £ 1 204 £ 18 253+ 17 225+ 14 1
HeLa 161 45+4 757 75 £ 17 189 + 14 67+£2 1
MCEF-7 48+4 55+2 586 206 £9 164 + 17 25417 1
HepG2 41+ 1 414 61£10 89+6 55+5 120+ 9 1
PLP 2 88+ 4 126 £ 9 105+ 10 228 £22 218+ 5 291t 16 2

Nota: DCM (diclorometano), AcOEt (acetato de etilo), sH,O (ext. en EtOH/H,O soluble en agua), sBuOH (ext.
en EtOH/H,0 soluble en BuOH).

Tabla 6: Actividad citotoxica de lo extractos de las flores; valores expresados en Gls, (ng/mL) (media + SD)

Hexano DCM AcOEt sH,O sBuOH Decoccion Ellipticina
NCI -H460 57+5 56+2 164+ 11 224 £ 16 238 £ 18 185+ 18 1
HeLa 60 £ 1 22+2 51+£2 141 £ 11 176 £7 58+4 1
MCEF-7 61£2 49+ 1 63t1 228+ 13 174 £ 15 238+3 |
HepG2 70+ 6 24 +2 816 78 £5 92+ 1 49+3 1
PLP 2 88+ 4 126 £ 9 92+6 248 £23 2501 £ 17 200£2 2

Nota: DCM (diclorometano), AcOEt (acetato de etilo), sH,O (ext. en EtOH/H,O soluble en agua), sButOH (ext.
en EtOH/H,0 soluble en BuOH).
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Los mejores resultados de actividad citotoxica en lineas tumorales se obtuvieron para los
extractos de diclorometano y de hexano de las hojas. El extracto en hexano de las hojas fue el
mas activo frente al carcinoma de pulmon (NCI-H460, Glso=57 + 5 pg/mL, al
adenocarcinoma de mama (MCF-7, Gl50=48 + 4 ng/mL) y frente al carcinoma cervical (HeLa,
Glsp=16 £ 1 pg/mL). En cambio, el extracto de las flores en diclorometano resulto ser el mas
activo frente al carcinoma hepatocelular (HepG2, Glso=24 + 2 pg/mL). El extracto de
diclorometano de las flores resultd citotoxico para todas las lineas celulares, pero en menor

medida que los anteriormente mencionados.

Los extractos no mostraron una hepatotoxicidad considerable frente al cultivo primario de
células de higado de cerdo (valores de Glsy superiores a los obtenidos para las lineas
tumorales), con la excepcion del extracto de AcOEt en NCI-H460. Por eso se optd por
fraccionar los tres extractos antes mencionados, es decir hojas diclorometano (HD), hojas
hexano (HH) y flores diclorometano (FD), para purificar los extractos e intentar aislar algiin

compuesto responsable por la bioactividad.

Los extractos se enviaron al Laboratorio de parasitologia de Dr. Julio Lopez de Cietus de la
USAL vy fueron evaluados por Sergio Parejo frente a larvas Strongyloides venezuelensis para
detectar una posible actividad antihelmintica. Pero los resultados fueron negativos para todos
los extractos, con lo cual se puede concluir que las flores y las hojas de castafio no tienen

actividad antihelmintica.
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10.3 Fraccionamiento de los extractos
Los pesos obtenidos para las fracciones obtenidas tras la cromatografia VLC de los extractos

seleccionados fueron los siguientes:

Tabla 7: Peso obtenido en cada fraccion (con indicacion de los eluyentes utilizados) en el fraccionamiento del

extracto en diclorometano (524 mg en total) de las hojas de Castanea sativa Miller.

Fraccion Eluyente Peso (mg)

HD1 Hexano (100) 15
HD2 Hexano:Acetato de Etilo (90:10) 5

HD3 Hexano:Acetato de Etilo (75:25) 10
HD4 Hexano:Acetato de Etilo (50:50) 38
HDS5 Hexano:Acetato de Etilo (25:75) 48
HD6 Hexano:Acetato de Etilo (10:90) 49
HD7 Acetato de Etilo (100) 36
HD8 Acetato de Etilo:Metanol (90:10) 24
HD9 Acetato de Etilo:Metanol (75:25) 77
HDI10 Acetato de Etilo:Metanol (50:50) 88
HDI11 Metanol (100) 68
Total — 458

Tabla 8: Peso obtenido en cada fraccion (con indicacion de los eluyentes utilizados) en el fraccionamiento del

extracto en diclorometano (286 mg en total) de las flores de Castanea sativa Miller.

Fraccion Eluyente Peso(mg)
FD1 Hexano (100) 1
FD2 Hexano:Acetato de Etilo (90:10) 0
FD3 Hexano:Acetato de Etilo (75:25) 5
FD4 Hexano:Acetato de Etilo (50:50) 11
FD5 Hexano:Acetato de Etilo (25:75) 19
FD6 Hexano:Acetato de Etilo (10:90) 20
FD7 Acetato de Etilo (100) 15
FDS Acetato de Etilo:Metanol (90:10) 9
FD9 Acetato de Etilo:Metanol (75:25) 53
FD10 Acetato de Etilo:Metanol (50:50) 58
FDI11 Metanol (100) 54
Total — 245
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Tabla 9: Peso obtenido en cada fraccion (con indicacion de los eluyentes utilizados) en el fraccionamiento del

extracto en hexano (441 mg en total) de las hojas de Castanea sativa Miller.

Faccion Eluyente Peso(mg)
Fc — 73
Fi — 34

HH1 Hexano (100) 2
HH2 Hexano:Diclorometano (95:5 0
HH3 Hexano:Diclorometano (90:10) 1
HH4 Hexano:Diclorometano (75:25) 1
HHS5 Hexano:Diclorometano (50:50) 2
HH6 Hexano:Diclorometano (10:90) 5
HH7 Diclorometano (100) 2
HHS8 Diclorometano:Acetato de Etilo (50:50) 34
HH9 Acetato de Etilo (100) 79
HH10 Acetato de Etilo:Metanol (50:50) 77
HH11 Metanol(100) 45
Total — 355

10.4 Evaluacion de la actividad citotoxica de las fracciones
Como se puede observar en las tablas 10, 11 y 12 las fracciones con las que obtuvimos
mejores resultados fueron: HD6, HD7, HD8, HD9, HH8 HH9. En todas ellas se puede
observar una mejora de la citotoxicidad frente a las cuatro lineas celulares, esto se debe a que
los compuestos citotoxicos estan mas concentrados en esas fracciones que en los extractos
iniciales. Estas fueron las fracciones con las que continuamos la investigacion, primero
intentado identificar algin compuesto para después purificarlo mediante la cromatografia de

columna en gel de silice.

Dependiendo de la linea celular, la fraccion més activa varia. Entre las fracciones
mencionadas anteriormente el valor mas llamativo fue el de la fraccion HD9 frente al
adenocarcinoma de mama (MCF-7, Glsp= 9 £ 1 ug/mL). La fraccion HDS8 fue la més activa
frente al carcinoma hepatocelular (HepG2, Glsp= 12 = 1 pg/ml). En cuanto a la actividad
citotoxica frente al carcinoma cervical la fraccion mas activa fue la HD7 (HeLa, Glso= 16 £ 1
pg/ml); en cambio la fraccion con mayor actividad citotoxica frente al cancer de pulmon fue
la fraccion HH9 (NCI-H460, Glsp= 25 £ 2 pg/ml). También observamos otros valores
interesantes; por ejemplo, el de la fraccion cerosa (Fc) del extracto de hexano de las hojas
frente al cancer cervical (HeLa, Glsp= 15 £ 1 pg/ml) y el de FD7 frente al cancer de mama
(MCF-7, Glsp= 15 £ 1 pg/ml).
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La mayoria de las fracciones no mostraron una hepatotoxicidad considerable, (valores de Gls
superiores a los obtenidos para las lineas tumorales), con la excepcién de las fracciones HD7,
HDS8, HDI11, FD1-3 y HH1-7 en NCI-H460. pero se observo un aumento de esta ya que los

compuestos estan mas concentrados.
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Tabla 10: Actividad citotoxica de las fracciones obtenidas a partir del extracto de las hojas en diclorometano; valores expresados en Gls, (ng/mL) (media + SD).

HD1 HD2 HD3 HD4 HDS HD6 HD7 HDS HD9 HD10 HD11
NCI-H460 283 +12 375+£19 321+£18 69%2 6216 51+4 59+2 614 53+5 665 73+6
HeLa 198 £5 242 +9 70+ 4 62+4 18+1 20+3 16 +1 17+£2 54+6 58+ 3 64 +2
MCF-7 22010 234+11 77%5 43+ 1 17+1 13£1 13£1 19+2 9+1 54+4 2413
HepG2 276 £17  340+17 81%6 41+2 19+1 22+ 1 17+1 11+1 58+ 3 4714 58+3
PLP2 358£24  >400 285 189 +17 100 £ 5 66 =5 47+5 50+4 72+5 66 + 4 70+ 6

Nota: MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmé6n humano), HeLa (carcinoma cervical humano) y HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano) y PLP2 (células no tumorales de higado de cerdo).

Tabla 11: Actividad citotoxica de las fracciones obtenidas a partir del extracto de las flores en diclorometano; valores expresados en Glsy (ug/ml) (media + SD).

FD1-3 FD4 FD5 FD6 FD7 FD8 FD9 FD10 FD11
NCI 345+24 251124 73£5 72+ 4 66 65+2 62+3 68+ 6 637
HeLa 197 £ 17 188+ 9 72+ 4 58%5 55+2 54+2 39+2 53+4 61+3
MCEF-7 160 £ 8 157+ 14 43+4 42+3 15+2 18+2 59+5 62+5 57+2
HepG2 173+ 17 149+ 14 1057 117+ 4 612 72+5 45+ 1 62 +2 71+7
PLP2 323 £32 267122 170 140 + 11 92 +4 99 +7 71 %1 78 +4 100 £ 9

Nota: MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), NCI-H460 (carcinoma humano de pulmoén), HeLa (carcinoma humano cervical) y HepG2 (carcinoma humano
hepatocelular) y PLP2 (células no tumorales de higado de cerdo)

Tabla 12: Actividad citotoxica de las fracciones obtenidas a partir del extracto de las hojas en hexano; valores expresados en Glso(ng/ml) (media + SD)

Fc Fi HH1-7 HHS HH9 HH10 HH11
NCI-H460 272 £26 300 £ 15 307 £ 17 705 25+2 35+2 634
HeLa 15+1 219+£20 229t 14 20+ 1 19+2 20+ 2 50£5
MCF-7 180 £2 21210 172+ 10 20+ 2 17+£2 212 50+1
HeG2 72+ 6 211 +£20 101 £3 66 + 4 15+2 41 71+4
PLP2 286 £ 10 361 £25 278 £ 28 3662 72+ 4 107 £ 8 103+ 6

Nota: MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), NCI-H460 (carcinoma humano de pulmoén), HeLa (carcinoma humano cervical) y HepG2 (carcinoma humano
hepatocelular) y PLP2 (células no tumorales de higado de cerdo)
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10.5 Identificacion de los compuestos presentes en las fracciones
Para la identificacion de los compuestos mayoritarios en las fracciones HD6, HD7, HDS,
HD9, HHS8 y HHO se utilizaron las dos técnicas descritas en el apartado Materiales y métodos,
la Resonancia Magnética Nuclear y la Espectrometria de Masas acoplada a un cromatografo

de Gases. Los compuestos identificados fueron los descritos en la tabla 13.

El compuesto 1 (Lupeol) fue el mayoritario entre los compuestos volatiles de las fracciones
HH8 y HH9, y ya habia sido identificado con anterioridad en las hojas de castafio por

investigadores de la Universidad de Pisa (A. Marsili et al.,1972).

En cuanto al compuesto 9 (Loliolida), este fue el mayoritario en las fracciones HD7 y HDS;
pero también lo conseguimos identificar en la fraccion HD6, aunque estaba en menor

cantidad.

Tras una primera identificacion a través de los espectros de masas, no se confirmo si eran los
compuestos o podrian ser isomeros. La confirmacion completa de sus estructuras se realizo a
partir de los experimentos de RMN de 'H y *C mono y bidimensional y de masas de alta
resolucion (HRMS) que se realizaron sobre los compuestos aislados y purificados a partir de
las cromatografias en columna sobre gel de silice que se hicieron a las fracciones donde estos

compuestos estaban presentes.

Tras buscar en la bibliografia encontramos varios articulos en los que se relacionaba al Lupeol
con el cancer; por ejemplo: Lupeol, a novel anti-inflammatory and anti-cancer dietary
triterpene (Saleem, 2009). En este articulo de revision se mencionan todos los efectos y
mecanismos de accion de esta molécula sobre muchas células con cancer. Todos estos
articulos sugieren que el Lupeol es un agente anticanceroso que actia sobre varias dianas.
Entre otros es capaz de inhibir el crecimiento celular; provocar la apoptosis de las células

carcinogénicas, inhibir el tumor y parar el ciclo celular.

El grupo de investigacion de la universidad india de Hamdard dirigido por S. Sultana (Sultana
et al., 2003) realizd un estudio en el que confirmaron que el poder quimioprotector del
Lupeol, que también afecta a las células tumorales, protegiendo las cadenas de ADN de la

mutagénesis provocada por los radicales libres.

Fraccionamiento y aislamiento de bioactivos con potencial citotoxico en células tumorales
de flores y hojas de Castanea sativa Miller Q7



Por el contrario, no hay ningln articulo en el que se relacione la Loliolida con el cancer
directamente. Pero en el articulo Isololiolide, a carotenoid metabolite isolated from the brown
alga Cystoseira tamariscifolia, is cytotoxic and able to induce apoptosis in hepatocarcinoma
cells through caspase-3 activation, decreased Bcl-2 levels, increased p53 expression and
PARP cleavage (C. Vizetto-duarte et al.,2016) se relaciona su isémero, la isololiolida, con la

apoptosis de las células del hepatocarcinoma y se explica el mecanismo de accion.

Tabla 13: Compuestos identificados y fracciones en los que aparecieron.

N° Nombre comin Estructura Fraccion

HHS8
HHY

1 Lupeol

2 Desoxiloliolida H;C HHS
; HH9

3 6,10,14- HyC 0 HH8
Trimetilpentadecan-2-ona \(\/\(\/\(\/\( HH9

CH, CHs CH, CHs HD7

HD8

HD9

4 1-Docosanol H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/OH HHS8

HHY

5 n-Tetraconasol HH9

6 Acido palmitico OH HH9
H3CWWO HD6

HD7

HDS8

HD9
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10

11

Neofitadieno

1-Heneicosanol

Loliolida

1-Heptadecanol

1-Pentadeceno

T HD6
‘ﬁ_\/\/\'/\/\'/\/\'/CHS
HD9

CH, CHj CHgj CHj

HD9
HD7
HDS
e e e G\l HD9
HsC
HZCWM/CH3 HD9

10.6 Cromatografia en columna

Se realizé el segundo fraccionamiento de las fracciones en las que se consiguid identificar

algiin compuesto interesante con la intencion de purificar estos compuestos. Se unieron las

fracciones HH8 y HH9 por la similitud observada en los analisis mediante TLC y RMN de 'H

realizados, pudiendo contar con una mayor cantidad de compuestos a la hora de fraccionarlos,

94 mg en total de fraccion HH8-9. Se hizo lo mismo con las fracciones HD6, HD7, HDS,

teniendo en total 87 mg de fraccion HD6-8. En las siguientes tablas se recogen los pesos de

las fracciones que se obtuvieron tras la cromatografia en columna de HH8-9 y HD6-8:

Tabla 14: Fracciones de HH8 y HH9 (HHS8-9) reunidas tras TLC y RMN(H) y el peso de cada una.

Fraccion Peso(mg)
1-6 10
7+9 10
8 11
10-11 6
12-19 13
20-21 8
22-24 11
25-26 9
27-36 24
37 22
Total 121

Nota: Los nimeros que aparecen en las fracciones son el primer y ultimo tubo reunido en cada fraccion. Excepto
la fraccion 7+9, en esta no anadimos la fr. 8 ya que parecia ser un compuesto muy puro.
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Tabla 15: Fracciones de HD6, HD7 y HD8 (HD6-8) reunidas tras TLC y RMN(H) y el peso de cada una.

Fraccion Peso(mg)
1-13
14-15
16-23
24-31
32-35
36-38
39-41
42-48
49
50-54
55-58
59 25
Total 114

N O AN N0 RO

1

(V)]

Nota: Los nimeros que aparecen en las fracciones son el primer y ultimo tubo reunidos en cada fraccion.

10.7 Identificacion de los compuestos presentes en las fracciones

¢ Loliolida: Se identifico en la fraccion HD6-8 fr16-23, de la que se obtuvieron 4
mg, siendo el rendimiento del compuesto de un 0,014 %. Su espectro HRMS (ESI)
confirmo la formula molecular C;1Hi60, al observarse el aducto con sodio del ion
molecular a 219,0995 m/z (calculada para C;;H;cO3Na 219,0992). Después de
confirmar la formula molecular, las sefiales observadas en sus espectros de RMN de 'H
se compararon con los descritos en bibliografia (Kimura et al., 2002) para Loliolida.
Los desplazamientos quimicos (0) se expresan en partes por millon (ppm) y las

constantes de acoplamiento (J) en hercios (Hz).

RMN de 'H (CDCls), & (ppm): 1,53 (dd; 14,7 y 3,7 Hz); 1,97 (ddd; 14,5, 3 y 2,3 Hz);
4,33 (q; 3,4 Hz); 1,78 (dd; 13,5y 3,7); 2,46 (ddd; 14, 3,2 y 2,3 Hz); 5,69(s); 1,47(s);
1,27(s); 1,78(s).

Las sefiales observadas en su espectro de RMN de "°C datos de carbono se compararon
con los del articulo realizado por investigadores de la Universidad Nacional de Taiwan

(Kuo et al., 2002):

RMN de *C(CDCl), & (ppm): 26,5 (q, C-11), 27,0 (q, C-10), 30,6 (q, C-9), 35.9 (s, C-
4), 45,6(t, C-5), 47,3 (t, C-7), 66,8 (d, C-6), 86,7 (s, C-8), 112,9 (d, C-2), 171,5 (s, C-3),
182,4 (s, C-1).

Fraccionamiento y aislamiento de bioactivos con potencial citotdxico en células tumorales de = 36
flores y hojas de Castanea sativa Miller



s Lupeol: Este compuesto se identifico en la fraccion HHS-9 fr 8. Al evaporar el
disolvente de esta fraccion se observo que aparecian unos cristales muy blanquecinos,
con un peso de 11 mg y rendimiento de 0,038 %. La aparicion de los cristales quiere
decir que conseguimos aislar y purificar el compuesto con mucha eficacia. El HRMS
confirm6 que la formula molecular era C3;oHs0O al observarse el aducto con sodio del
ion molecular a 449,3761 m/z (calculada para C3oHso0ONa 449,3754). Los datos de los
desplazamientos quimicos y de las constantes de acoplamiento de RMN de 'H y °C, se
compararon con los del articulo realizado por investigadores de Toronto junto a
investigadores del Centro Médico Nacional (México) (Reinolds et al, 1986),

confirmando que este compuesto era Lupeol.

Una herramienta 1til en la busqueda de las sefiales de estos compuestos fue la base de datos

Natural Products C13 NMR Database (NAPROCI13).

10.8 Evaluacion de la actividad citotoxica de las fracciones finales
Se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento que se utilizo en las anteriores evaluaciones de
citotoxicidad, siendo las lineas celulares las mismas, obteniendo los resultados que se

muestran en la tabla 16:

Tabla 16: Actividad citotoxica de las fracciones HH8-9 fr8 y HD6-8 fr16-23; valores expresados en
Gls5o(pg/mL) (media + SD)

HHS-9 fr. 8 HD 6-8 fr. 16-13
(Lupeol) (Loliolida)
NCI-H460 304 + 14 118+ 11
HeLa 239+ 11 97+8
MCF-7 102+9 83+5
HepG2 268 £23 90 +8
PLP2 >400 196 £8

Los resultados obtenidos en este ultimo ensayo no fueron los esperados. Si los compuestos
fuesen los responsables tnicos de la actividad; los resultados deberian ser mejores, es decir su

Glso (ug/mL) deberia ser menor.
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11 Conclusiones y perspectivas futuras

En este proyecto se ha llevado a cabo la evaluacion de la actividad citotoxica de distintos
extractos de las hojas y flores de Castanea sativa Miller. Para ello se realizaron extracciones
sucesivas con distintos disolventes, progresivos en su polaridad: hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etilo (AcOEt), hidroalcoholica (EtOH/H,0,70:30) y deccocion acuosa
(H,0, D). El extracto EtOH/H,O (70:30) se fracciond para obtener la fraccion soluble en H,O
(sH,0) y la soluble en butanol (sBuOH). Se ha observado que la mayoria de los compuestos
presentes en las hojas y las flores son muy polares, ya que las extracciones con disolventes

polares fueron las que mas rendimiento mostraron.

Los extractos que mostraron mayor actividad citotoxica se fraccionaron, se evaluo la
actividad citotoxica de las fracciones y se volvieron a fraccionar, con el objetivo de aislar y
purificar algin compuesto presente en las hojas o las flores de C. sativa responsable de la
actividad detectada frente a distintas células tumorales. Por ello, se realizé una caracterizacion

quimica de las fracciones bioactivas, buscando el aislamiento de algin compuesto.

Después de la primera evaluacion citotoxica de los extractos, los que mostraron mayor
actividad fueron FD (flores DCM), HH (hojas Hex) y HD (hojas DCM). Después del primer
fraccionamiento se evalud la citoxicidad de las fracciones, siendo las mas citotoxicas las

HDe6, HD7, HD8, HD9, HHE8 y HH9.

Tras realizar una caracterizacion quimica preliminar de estas fracciones, se encontraron dos
moléculas muy mayoritarias e interesantes: lupeol en las fracciones de HH y loliolida en las
fracciones de HD. También se encontraron otros compuestos: desoxiloliolida, 6,10,14-
trimetilpentadecan-2-ona, 1-docosanol, n-tetraconasol, acido palmitico, neofitadieno, 1-

heneicosanol, 1-heptadecanol y 1-pentadeceno.

Con la intencion de aislar y purificar estos compuestos para poder evaluar su citotoxicidad se
realiz6 un segundo fraccionamiento. La estructura de los compuestos aislados se confirmo
mediante espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear, y por comparacion de los

datos obtenidos con lo publicado en la bibliografia.

La actividad citotoxica observada en los compuestos aislados ha sido menor que la observada
en las fracciones, por lo que una primera hipotesis podria ser que dicha actividad podria ser

responsabilidad de estos compuestos, pero se potenciaria considerablemente gracias a las
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sinergias o interacciones con otros compuestos presentes también en las fracciones. La
segunda posibilidad seria que en las fracciones existieran otros compuestos minoritarios y
mucho mas potentes que loliolida y lupeol, lo que abre la posibilidad de seguir estudiando

estos dos tipos de muestras y sus compuestos.

Tras los resultados obtenidos en este trabajo se pueden obtener las siguientes conclusiones

generales:

1.- Los extractos obtenidos con mayor rendimiento son los extraidos con disolventes polares,

con lo cual la mayoria de componentes son polares.

2.- Las hojas son mas activas que las flores, ya que los resultados obtenidos son mejores en
los extractos de las hojas que en los de las flores. Esto se puede deber a que las hojas tienen

una composicion mas compleja, esto repercute en la bioactividad de los extractos.

3.- La actividad citotdxica observada en los extractos y fracciones no se debe exclusivamente
a los compuestos identificados (lupeol y loliolida), porque los resultados de los ensayos de
citotoxicidad muestran una potencia menor que las fracciones. Si la bioactividad observada se
debiera a ellos, tendria que verse potenciado su efecto en presencia de otros compuestos

presentes en las hojas.

Seria necesario volver a planificar el aislamiento de nuevos compuestos, pero partiendo de
una cantidad mucho mayor de muestra en las extracciones. Esto facilitaria que las fracciones
tuviesen un mayor peso para poder aislar e identificar un mayor numero de compuestos. Asi,
poder demostrar a qué compuestos se debe la actividad citotoxica de algunos extractos de las
hojas y de las flores. Y También se pueden hacer otros tipos de ensayos con los extractos
obtenidos, para aprovechar los esfuerzos realizados en la obtencion de lo extractos y también
para obtener la mayor cantidad de informacion con vistas a un posible uso de C. sativa, ya sea

sobre su composicidon quimica como de su bioactividad.
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