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Resumen

Resumen

Desde la antigiiedad se han utilizado las plantas y las setas como fuentes de
nutrientes y por sus propiedades medicinales. En la actualidad, continua el interés, en la
busqueda de productos naturales que den lugar a nuevos farmacos, complementos
dietéticos o nutracéuticos en alimentos funcionales, de ahi la importancia de su estudio

quimico y bioactivo.

Con el fin ampliar el conocimiento de estas fuentes naturales y por tanto de sus
usos, en este trabajo se han estudiado dos especies de plantas medicinales, Calendula
officinalis L. y Mentha cervina L., y una especie de seta comestible Macrolepiota

procera (Scop.) Singer.

La caracterizacion quimica de C. officinalis y M. cervina incluyé la
determinacion de su valor nutricional y energético, mediante el andlisis de proteinas,
grasas, cenizas y carbohidratos, particularmente azicares por HPLC-RI y acidos grasos
por GC-FID, y la determinacion de otros fitoquimicos como tocoferoles por HPLC-
DAD, compuestos fenolicos por HPLC-DAD-MS y acidos organicos por UFLC-DAD.
También se evaluaron la actividad antioxidante de los extractos metandlicos e
infusiones mediante ensayos in vitro: actividad captadora de radicales libres (DPPH),
poder reductor, inhibicion de la peroxidacién lipidica TBARS e inhibicion de la
decoloracion de pB-caroteno; y la actividad antitumoral en cuatro lineas celulares
tumorales humanas: MCF-7 (carcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmon),
HCT-15 (carcinoma de colon), HelLa (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma
hepatocelular); y evaluacion de la citotoxicidad en cultivos primarios de células de higado
de cerdo (PLP2) por el método de la sulforodamina B (SRB).

El valor nutricional de ambas plantas revel6 una composicién elevada en
hidratos de carbono y baja en lipidos, con un contenido superior en proteinas para M.
cervina, y valores energéticos muy similares. Sin embargo, presentaron perfiles
fenolicos diferentes, C. officinalis presentd principalmente flavonoles glicosilados,
siendo mayoritario el flavonoide isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa; mientras que M.
cervina, con una composicion total de compuestos fendlicos superior, presento
principalmente derivados de cafeoilo, siendo mayoritario el acido rosmarinico. En

cambio, C. officinalis mostré la mayor concentracion total de azucares, compuestos
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organicos y tocoferoles, siendo sus compuestos mayoritarios fructosa, acido citrico y a-
tocoferol. Los perfiles de acidos grasos también fueron diferentes, C. officinalis mostrd
una relacion de acidos grasos totales: SFA (76 %) > PUFA> MUFA, mayoritario el
acido palmitico; mientras que la relacién de M. cervina fue de: PUFA (56 %) > SFA >
MUFA, mayoritario el &cido a-linolénico. Los mejores resultados de actividad
antioxidante y antitumoral se obtuvieron para el extracto hidrometandlico de M. cervina
que presentd los valores més bajos de ECso y que resultd tener actividad antitumoral
frente a las cuatro lineas celulares tumorales evaluadas, siendo mas activo frente al
carcinoma cervical (HeLa). Las infusiones no mostraron actividad antitumoral y ningun

extracto presentd hepatotoxicidad.

La caracterizacion quimica de M. procera consistio en la preparacion de extractos y
fracciones utilizando disolventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano,
acetato de etilo, metanol y agua. Estos extractos fueron fraccionados mediante el uso de
diferentes metodologias como extracciones acido-base, extraccion de alcaloides,
reacciones de acetilacion y metilacion, cromatografias en columna y en capa fina
preparativas y HPLC. Los diferentes extractos, fracciones y subfracciones se analizaron
por diferentes técnicas como *H-RMN, *C-RMN, COSY, IR, UV, GC-MS y HRMS, y
los resultados se compararon con patrones, bases de datos de espectros y con

publicaciones, con el fin de identificar los compuestos presentes.

En total, fueron identificados 18 compuestos en los extractos de M. procera,
principalmente productos del metabolismo primario: compuestos glucidicos o
derivados, el polialcohol manitol y el disacarido trehalosa; compuestos lipidicos o
derivados, los acidos grasos (acido pentadecilico, acido palmitico y &cido linoleico), los
ésteres metilicos de acidos grasos (palmitato de metilo, oleato de metilo y linoleato de
metilo), los acetilgliceroles (1,2 y 1,3-diacetilgliceroles y 1-monoacetilglicerol),
glicerol, 1-octadeceno y dos derivados del ergosterol (a,a-epidioxiergosterol y B,B-
epidioxiergosterol); compuestos de los acidos nucleicos, la base pirimidinica uracilo y

el nucleodsido adenosina; y un acido fenodlico (acido p-hidroxibenzoico).

De manera general, C. officinalis, M. cervina y M. procera poseen en su
composicion fitoquimicos de gran interés, lo que contribuye a ampliar su uso a nivel

medicinal y su uso en la alimentacion como ingredientes funcionales.
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Abstract

Abstract

Since ancient times, plants and mushrooms have been used as sources of
nutrients and medicinal compounds. Nowadays, the search for natural products that lead
to new drugs, dietary supplements, nutraceuticals or functional foods, is still a hot topic,
which justify the importance of their chemical characterization and evaluation of

bioactive properties.

In order to expand the knowledge on natural sources and therefore its use, in this
work we have studied two species of medicinal plants, Calendula officinalis L. and
Mentha cervina L., and an edible mushroom species, Macrolepiota procera (Scop.)

Singer.

The chemical characterization of C. officinalis and M. cervina included the
determination of the nutritional and energy value by analysis of protein, fat, ash and
carbohydrates, particularly sugars by HPLC-RI and fatty acids by GC-FID, and the
determination of other phytochemicals as tocopherols by HPLC-DAD, phenolic
compounds by HPLC-DAD-MS and organic acids by UFLC-DAD. The antioxidant
activity of the methanol extracts and infusions was evaluated by in vitro assays: free
radical scavenging activity (DPPH), reducing power, lipid peroxidation inhibition by
TBARS and B-carotene bleaching inhibition. The cytotoxicity was also screened in four
human tumor cell lines: MCF-7 (breast carcinoma), NCI-H460 (lung carcinoma), HCT-
15 (colon carcinoma), HelLa (cervical carcinoma) and HepG2 (hepatocellular
carcinoma), and in primary cultures of porcine liver cells (PLP2), by the method of the
sulforhodamine B (SRB).

The nutritional value of both plants revealed a high content of carbohydrates and
low fat levels, with higher protein content for M. cervina, and very similar energy
values. However, they presented different phenolic profiles; C. officinalis presented
mainly glycosylated flavonols, with the flavonoid isorhamnetin-3-O-ramnosilrutinose as
the most abundant; while M. cervina, with higher concentration in total phenolic
compounds, presented mainly caffeoyl derivates, with rosmarinic acid as the most
abundant. However, C. officinalis showed the highest concentration of total sugars,

organic acids and tocopherols; the most abundant compounds were fructose, citric acid
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and a-tocopherol, respectively. The fatty acid profiles were also different; C. officinalis
showed: SFA (76%)> PUFA> MUFA, mainly palmitic acid; while M. cervina gave:
PUFA (56%)> SFA> MUFA, mainly a-linolenic acid. The best results of antioxidant
and cytotoxic activities were obtained for the methanolic extract of M. cervina, which
presented the lowest values of ECsy and exhibited cytotoxicity against the four tumor
cell lines tested, being more active against cervical carcinoma (HeLa). Infusions showed
no cytotoxicity for the tumor cell lines, and none the extracts showed toxicity against

non-tumor cells.

The chemical characterization of M. procera included the preparation of extracts
and fractions, by sequential maceration, using different polarity solvents: hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, methanol and water. These extracts were fractionated by
different methodologies as acid-base extractions, alkaloids extractions, acetylation and
methylation reactions, column and thin layer preparative chromatographs and HPLC.
The different extracts, fractions and subfractions were analyzed by different techniques
such as 'H-NMR, *C-NMR, COSY, IR, UV, GC-MS and HRMS, and the results
compared with standards, spectral databases and publications, in order to identify the

compounds present.

In total, 18 compounds were identified in the extracts of M. procera, mainly
products of primary metabolism: carbohydrates or compounds derivatives, the polyol
mannitol and the disaccharide trehalose; lipids or compounds derivatives as fatty acids
(pentadecylic acid, palmitic acid and linoleic acid), fatty acids methyl esters (methyl
palmitate, methyl oleate and methyl linoleate), acetylated glycerols (1,2 and 1,3 diacetin
and 1-monoacetin), glycerol, 1-octadecene and two derivatives of ergosterol (a,0-
epidioxyergosterol and [3,B-epidioxyergosterol); compounds of nucleic acids, the
pyrimidine base uracil and the nucleoside adenosine; and a phenolic acid (p-
hydroxybenzoic acid).

Overall, C. officinalis, M. cervina and M. procera contain phytochemicals that
are of great interest, which contribute to extend its use as functional ingredients, and in

medical purposes.
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Introduccién

1.INTRODUCCION

Desde la antiguedad se han utilizado las plantas y las setas como alimentos y
medicina. Los sistemas de medicina tradicionales las han empleado para sus terapias y
han dado lugar a algunos medicamentos importantes todavia en uso hoy en dia. En la
actualidad, los productos naturales y sus derivados representan mas del 50 % de todos
los farmacos de uso clinico, la utilizacion de la medicina tradicional es cada vez mayor
y mas generalizada, y en las ultimas décadas los consumidores cada vez mas creen que
los alimentos contribuyen directamente a su salud y bienestar, de ahi que continua el
interés por la Naturaleza en la basqueda de productos naturales que den lugar a nuevos
farmacos, nutracéuticos o alimentos funcionales. Ademas, es muy importante garantizar
la calidad, eficacia y seguridad de estos productos, mediante la ampliacion de la base de
conocimientos y la investigacion (Barros et al., 2006; Ferreira et al., 2010; Gurib-
Fakim, 2006; WHO, 2013).

Con el fin de ampliar el conocimiento de estas fuentes naturales y por tanto de
sus usos, en este trabajo se seleccionaron tres matrices naturales: dos especies de
plantas medicinales, Calendula officinalis L. y Mentha cervina L., para caracterizar su
composicion quimica y evaluar sus propiedades bioactivas, tanto de la especies
vegetales aisladas como de preparaciones (extractos hidrometanolicos e infusiones), y
también una especie de seta comestible Macrolepiota procera (Scop.) Singer, para
caracterizar su composicion quimica en términos de aislamiento e identificacién de

compuestos.

De las matrices de estudio C. officinalis es una especie estudiada
farmacol6gicamente y ampliamente utilizada en cosmética, aunque la informacion
nutricional y caracterizacion quimica es escasa. M. cervina, en general, s una especie
poco estudiada y M. procera, aunque presenta informacién sobre su valor nutricional y
caracterizacion quimica, es una especie que hasta el momento no ha sido estudiada en la
busqueda de nuevos compuestos. Este trabajo complementa y amplia la informacion de

todas ellas.
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Introduccién

1.1. Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L. (Figura 1) es una especie herbacea, de las
aproximadamente 10-25 especies que conforman el género caléndula, dependiendo del
tratamiento taxondémico, perteneciente a la familia asteraceae (compositae), (Tabla 1)
(Nora et al., 2013). Sin6nimos aceptados de esta especie son: Calendula xantamariae
Font Quer; Calendula aurantiaca Kotschy ex Boiss.; Calendula eriocarpa DC.;
Calendula sinuata var. aurantiaca (Klotzsch ex Boiss.) Boiss.; Calendula officinalis
var. prolifera Hort.; Caltha officinalis (L.) Moench; Calendula hydruntina (Fiori) Lanza
Calendula officinalis var. Officinalis y Calendula prolifera Hort. ex Steud. (Flann,
2009).

No se conoce el origen, pero se cree que es una creacion a partir de razas
silvestres de caléndula, no muy distinta de la Calendula arvensis L. (Font Quer, 1961).
Se utiliza en la region mediterranea desde la época de los antiguos griegos y con
anterioridad era conocida por los hindls y los arabes. EI nombre genérico, caléndula,
deriva del latin calendulae que significa “a lo largo de los meses”, y alude al largo
periodo de floracidn que tiene esta planta; el nombre especifico, officinalis, expresa su

caracter medicinal (Centeno, 2004).

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de Calendula officinalis L. (The Encyclopedia of Life, 2003a)

Clasificaciéon Cientifica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Calenduleae
Género: Calendula
Especie: Calendula officinalis L.

Figura 1: Fotografia de Calendula officinalis L. (Maria Miguel)
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1.1.1. Nombres vernaculos

Es conocida vulgarmente en castellano como: caléndula, maravilla, caléndula
oficinal, clavel de muerto, corona de rey, chuncho, espantanovios, flamenquilla, flor de
muerto, flor de todos los meses, maravilla de jardin, marquesita, mercadela, reinita,
virreina; catalan: boixac, caldird, calendula, garronada, gojat, groguet, jaumet;
euskera: ilherrilili, illen; aleman: ringelblume, todtenblume; francés: souci, souci des
jardins, souci des vignes; inglés: marigold, calendula, common marigold, pot marigold,
scotch marigold; italiano: calendola, calendula, calenzola, callandria, calta, calta di tutti
i tempi, cappuccine, fior d’ogni messe, fior rancio, fiorrancio; portugués: belas noites,
bem me queres, boas noites, caléndula hortense, cuidados, maravilha, maravilha
bastarda (Aedo, 1999; Centeno, 2004).

1.1.2. Descripcion botanica
Calendula officinalis L., es una planta herbécea, aromética, glandular, de anual a
perenne, lefiosa solo en la base. El tallo de (17-)20-50(-70) cm, es erecto o
procumbente, ramificado y con hojas casi hasta el apice. Las hojas son alternas, simples,
oblongo lanceoladas, estrechamente obovadas,
oblongas o espatuladas, cortamente agudas u obtusas
de glandular-pubescente  a  esparcidamente
aracnoideo-flocosas y generalmente de subenteras a
dentadas. Las flores externas son liguladas vy
femeninas, a menudo de 2 cm, de color amarillo o
anaranjado; las flores tubulosas son generalmente
concoloras con las liguladas, a veces parduzcas. Los
aquenios no presentan vilano, los exteriores son
arqueados, con el dorso cubierto de espinas y
alternan con otros cimbiformes mas cortos, de forma
navicular. Florece desde abril hasta noviembre
(Centeno, 2004).

Figura 2: C. officinalis from Flora von Deutschland,
Osterreich und der Schweiz, by Thomé, 1885
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1.1.3. Aplicaciones

Uso medicinal:

La medicina tradicional y las farmacopeas describen el uso de las flores de C.
officinalis L. para el tratamiento externo de cortes superficiales, inflamaciones menores
de la piel y de la mucosa bucal, heridas y ulcus cruris. En la medicina popular, sin
evidencias experimentales o clinicas, también se describe su uso para el tratamiento de
la amenorrea, angina de pecho, fiebre, gastritis, hipotension, ictericia, reumatismo y
vémitos (WHO, 2002).

El modo de empleo en la medicina tradicional es la administracion topica en
forma de infusidn, extracto liquido, tintura o aceite (Committee on Herbal Medicinal
Products (HMPC), 2008).

Uso cosmético:
Tanto la sustancia vegetal derivada de la flor de C. officinalis, como su extracto
y aceite tienen una funcién emoliente y se encuentran en el inventario de ingredientes

empleados en los productos cosméticos (Comision Europea, 2006).

Los extractos de C. officinalis L. se emplean en diferentes productos cosméticos
y de higiene corporal, en formulaciones tan diversas como lociones, aceites, cremas,
champus, geles, jabones, sprays,..., incluyendo formulaciones especificas para bebés.
Estos productos se pueden emplear en la piel, pelo y o0jos, con usos variados como
limpieza, maquillaje, depilacion, afeitado y como desodorizantes entre otros (Andersen
etal., 2010)

Uso alimentario:
Las flores externas son utilizadas como saborizante, ligeramente salino, y

colorante, sustituto del azafran (Khan & Abourashed, 2010).
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1.1.4. Farmacologia
Diversos estudios farmacoldgicos confirman que las flores de C. officinalis
poseen varias actividades, que explican sus usos tradicionales y la posibilidad de futuras
aplicaciones en medicina (Muley et al., 2009). Las actividades antioxidante y

antitumoral se desarrollan en los apartados 1.5 y 1.6.

Actividad antiinflamatoria, antiedematosa y cicatrizante

La inhibicion de la inflamacion fue demostrada, en el modelo de edema auricular
inducido por TPA en ratones, para varias fracciones, siendo la fraccion de acetato de
etilo del extracto metandlico la de mayor poder inhibitorio (84 %), y para algunos
glucdsidos triterpénicos del tipo oleanano aislados de esa fraccion (Ukiya et al., 2006).
También se demostré la reduccion del edema auricular inducido por aceite de croton
para ésteres de faradiol y -taraxasterol aislados (Zitterl-Eglseer et al., 1997) y la
reduccion de la inflamacion, dependiente de la dosis, en el modelo de edema plantar de
rata inducido por carragenina para el extracto acuoso (Reza Farahpour, 2014). La
actividad cicatrizante del extracto etanolico en ratas, fue comprobada en quemaduras
térmicas y mucositis oral, por via topica, y en heridas inducidas por puncion, por via
oral, apreciandose mejoria significativa en el proceso curativo (Parente et al., 2012; K
Chandran Preethi & Kuttan, 2008; Tanideh & Tavakoli, 2013). En ensayos clinicos en
humanos, una pomada a base de caléndula resulté altamente efectiva para la prevencion
de la dermatitis aguda durante la radiacion contra el cancer de pecho (Pommier et al.,
2004), un aceite con extracto de caléndula parece acelerar la curacion con efectos
positivos sobre la epitelizacion de las ulceras venosas de las piernas (Duran et al., 2005)
y un enjuague bucal parece efectivo en la reduccion de la intensidad de la mucositis
orofaringea producida por la radiacién, aunque no la previene completamente (Babaee
etal., 2013).

Actividad anti-VIH y antiviral

El extracto en diclorometano de las flores de caléndula causo la reduccion de la
actividad de la transcriptasa inversa del HIV-1, lo que sugiere actividad anti-VIH
(Kalvatchev, Walder, & Garzaro, 1997). La tintura de las flores suprimio la replicacion
de los virus del herpes simple, influenza A2 e influenza APR-8 in vitro (WHO, 2010)

Aspectos quimicos y bioactivos de tres matrices naturales: Calendula officinalis L., Mentha cervina L.y
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Actividad antibacteriana y antifungica

El extracto metandlico de las flores de caléndula demostré actividad
antibacteriana contra bacterias periodontales, anaerobias y facultativas. Los resultados
mostraron inhibicion para Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Capnocytophaga  gingivalis,  Veilonella  parvula, Eikenella  corrodens,
Peptostreptococcus micros y Actinomyces odontolyticus (MIC >2048 mg/L) y para
Prevotella spp (MIC <2048 mg/L) (lauk et al., 2003). Los extractos metanolicos y
etandlicos mostraron actividad antimicrobiana, mediante el método de difusion de
disco, frente a hongos y bacterias gram-positivas y gram-negativas como Bacillus
subtulis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans y Aspergillus niger (Efstratiou et al., 2012). El aceite
esencial también mostré buena actividad antifungica, mediante el método de difusion de
disco, frente a Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida guilliermondii y Rhodotorella
spp. (Gazim et al., 2008)

Actividad inmunoestimulante e inmunomoduladora

Polisacaridos aislados de extractos de caléndula mostraron actividad
inmunoestimulante, al mejorar la fagocitosis de granulocitos humanos, mediante varios
test inmunoldgicos in vitro (Varljen et al., 1989; Wagner et al., 1984). El extracto
etandlico (70 %) de caléndula reveld actividad inmunomoduladora, por la capacidad
para mejorar la proliferacion de linfocitos después de la estimulacién con células
alogénicas. Los resultados no mostraron actividad mitogénica directa sobre los
linfocitos o timocitos humanos, pero si un efecto inhibitorio completo sobre la
proliferacion de linfocitos en presencia de PHA y un efecto estimulante sobre una
mezcla reactiva de linfocitos (MLR) (Amirghofran et al., 2000).

Actividad hepatoprotectora

La actividad hepatoprotectora, del extracto etandlico, fue comprobada en
higados de rata intoxicadas por CCl; (Rusu et al., 2005). También se estudié la
actividad hepatoprotectora, in vivo en ratas, de los extractos etanolico y acuoso de
calendula, frente al estrés oxidativo inducido por aflatoxinas. Los resultados revelaron
que los extractos poseen potente actividad protectora, debido a sus propiedades
antioxidantes y a su actividad como captadora de radicales libres (Abdel-Aziem et al.,
2014; Hamzawy et al., 2013).
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Actividad espasmolitica, espasmogénica y gastroprotectiva

Se comprobd la presencia de componentes espamoliticos y espasmogénicos en
las flores de caléndula, mediante su efecto bloqueante de los canales de calcio y su
accion colinérgica respectivamente, en un estudio realizado in vivo en conejos (Bashir et
al., 2006). El extracto metanolico y su fraccion soluble en 1-butanol de las flores de
caléndula mostraron efecto hipoglucémico, actividad inhibidora del vaciado géastrico, y
efecto gastroprotector, asociada a la presencia de saponinas, en estudios realizados in

vivo en ratones y ratas (Yoshikawa et al., 2001).

Actividad insecticida

El extracto de acetona:metanol 2:1 (v/v) presento actividad insecticida frente a
Oncopeltus fasciatus Dallas, mostrando toxicidad relativamente alta e impacto en su
desarrollo (Alexenizer & Dorn, 2007).

Actividad inhibitoria de la frecuencia cardiaca y cardioprotectora

El extracto acuoso de caléndula fue probado en el corazon de ratas,
encontrandose que inhibe la contractilidad del ritmo cardiaco hasta en un 100 % a una
dosis de 0,3 mg/L (Pérez-Gutiérrez et al., 1998). La caléndula también demostro
cardioproteccion, contra la enfermedad isquémica del corazon, en un ensayo en

corazones de rata perfundidos (Ray et al., 2010)

Actividad genotoxica y antigenotdxica

El extracto acuoso y el extracto etandlico-acusoso de caléndula mostraron efecto
antigenotdxico a bajas concentraciones (ng/mL) mientras que a altas concentraciones
(9/mL) exhibieron efecto genotdxico en el ensayo de sintesis de DNA no programada en
cultivos de higado de rata (Pérez-Carredn et al., 2002). Este efecto quimiopreventivo o
genotoxico dependiendo de la dosis también se produjo en modelos de hepatocarcinoma
in vivo en ratas (Barajas-Farias et al., 2006). El extracto de propilenglicol también
mostrd efecto antigenotoxico, por su actividad antioxidante, basandose en el estudio del
dafio oxidativo del DNA vy de la peroxidacion lipidica en cerdos jovenes en crecimiento
(Frankic et al., 2009).
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1.2. Mentha cervina L.

Mentha cervina L. es una de las 20 especies de mentas que viven principalmente
en Eurasia y Africa. Esta especie crece en bordes de zonas encharcadas, a veces
temporalmente, preferentemente en lugares arenosos o con gravas, ha sido cultivada en
Europa central desde el siglo XVI y utilizada como medicinal, en parte debido a su
finisimo aroma (R. Morales, 2010). Otros sin6bnimos aceptados de esta especie son:
Preslia cervina (L.) Fresenius, Mentha multifida Stokes, Mentha punctata Moench,
Preslia glabriflora Opiz, Preslia villiflora Opiz y Pulegium cervinum (L.) Mill (The
Plant List, 2010).

Tabla 2: Clasificacion taxondmica de Mentha cervina L. (The Encyclopedia of Life, 2003b)

Clasificacion Cientifica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Tribu Mentheae
Género: Mentha
Especie: Mentha cervina L.

e
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Figura 3: Fotografia de Mentha cervina L. (Aguiar, 2014)

1.2.1. Nombres vernéculos
M. cervina es conocida vulgarmente en castellano como: poleo, poleo cervuno,
poleo de ciervo, poleo de hoja angosta, poleo de hoja estrecha, poleo de los mosquitos,
poleo fino, poleo menudo; catalan: menta de cérvol, poliol blanch, poliol de cérvol;
gallego: poeixo de cervo, poeixos; inglés: hart’s pennyroyal; portugués: alecrim-do-
rio, erva-peixeira, horteld-crespa, hortela-da-ribeira, hortela-dos campos, horteld-dos-
pantanos, surguilheira (Aedo, 1999; Silva et al., 2010).
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1.2.2. Descripcion botanica
Es una planta herbacea de 10-42 cm, con estolones reptantes, a veces muy
largos, los acudticos que nacen de los tallos lefiosos o de las raices, rizomatosos,
gruesos, de seccion redondeada, color morado o blanquecino, con hojas reducidas,
escuamiformes. Tallos glabros o con pelos muy pequefios, con frecuencia muy foliosos
y con fasciculos axilares de hojas pequefias. Hojas 7-32 x 0,7-4,5 mm, lineares o
estrechamente lanceoladas, con nervio central blanco y marcado por el envés, glabras o
con pelos muy cortos, escabridas en el nervio central, las florales, a veces, cortamente
ciliadas, puenteado-glandulares, a veces conduplicadas. Inflorescencia formada por 3-8
verticilastros de 1,5-2 cm diametro, mas o menos esféricos, en general con entrenudos
visibles, coronada por un verticilio de hojas. Brécteas sobresalientes del contorno de la
inflorescencia; bractéolas digitadas,
con 3-5 grandes dientes, a veces
mucronadas, con glandulas
esferoidales por el envés. Céliz 2-
2,5(3,5) mm, con carpostegio;
dientes mucronados, glabros o
pelosos. Corola de 4 mm, color
blanco o crema, con 4 lébulos de
1,5-2,5 mm, finamente pelosos por
su parte externa. Estambres hasta
de 3,5 mm, exertos; anteras con
filamento de insercion central y
tecas separadas. Nuculas
elipsoides, trigonas, mas o menos
agudas, pelosillas, de color castafio
(R. Morales, 2010).

s

Lim. 104.-Mentha cervina, embalse de Santillana, Madrid (MA 257227): a) habito; b) porcion de
tallo; c) brictea por cl envés; d) bractéola por el envés; c) flor, vista lateral; ) ciliz abicrto ven-
tralmente.

Figura 4: Partes de la especie Mentha
cervina (Castillo, 1996).
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1.2.3. Aplicaciones

Uso alimentario y uso medicinal:

M. cervina L. es una planta aromatica usada tradicionalmente en Portugal como
condimento alimentario, principalmente en recetas de pescado, sopa de pescado y
“acordas”, juntamente con M. pulegium L. o como sustituto. También se ha empleado
por sus propiedades medicinales en la prevencion de diferentes desdrdenes gastricos e
inflamaciones del tracto respiratorio (P6voa et al., 2009; L Rodrigues et al., 2010). Se
ha considerado tradicionalmente que posee las mismas propiedades que M. pulegium L.
como tonico estomacal, digestivo y carminativo, administrada en forma de tisana o

macerada en vino, y para ahuyentar las pulgas (Font Quer, 1961).

Uso industrial:

Las esencias de poleo tienen interés desde el punto de vista comercial por ser
ampliamente utilizadas como saborizantes y aromatizante en la industria farmacéutica,
alimenticia y confitera. Pequefas diferencias en la composicion quimica suponen
grandes diferencias en sabor, aroma y precio. La pulegona, compuesto mayoritario del
aceite esencial, es un compuesto toxico, reportdndose casos de hepatotoxicidad e
intoxicacion en humanos y animales (Anderson et al., 1996; Burzaco et al., 1992). La
UE segun la directiva 88/388/CEE estipula la concentraciébn maxima permitida de la
pulegona de 25 mg/kg en productos alimenticios y 100 mg/kg en bebidas, con
excepcion de 250 mg/kg en las bebidas aromatizadas con menta picante o con menta y

350 mg/kg en los productos de confiteria con menta (CEE, 1988).
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1.2.4. Farmacologia
Ademas de las actividades antioxidante y antitumoral que se desarrollan en los
apartados 1.5y 1.6, se ha estudiado la actividad antimicrobiana del aceite esencial de M.

cervina.

Actividad antifangica y antibacteriana

La actividad antifungica del aceite esencial de M. cervina fue evaluada frente a
levaduras, Aspergillus y cepas de dermatofitos. Los resultados mostraron actividad
antifungica frente a todos los microorganismos testados, siendo la muestra con menor
contenido en pulegona (77,0 % isomentona y 8,7 % pulegona), mas activa frente a los

dermatofitos, principalmente Epidermophyton floccosum (Gongalves et al., 2007).

Un estudio mediante el método de difusién en agar con pozos y discos, mostro
que los extractos acuoso e hidroetandlico de M. cervina no inhibieron ninguno de los
microorganismos testados (Bacillus cereus, Listeria innocua, Staphylococcus aureus
Escherichia coli, Salmonella spp., Candida albicans y Yarrowia lipolytica). El aceite
esencial demostrd una actividad antimicrobiana méas elevada para Y. lipolytica, C.
albicans y E.coli (Martins da Rocha, 2011).

La actividad antibacteriana del aceite esencial de M. cervina, fue evaluada frente
a 23 cepas bacterianas, incluidas las multirresistentes. Los resultados mostraron que la
mayor actividad fue contra las bacterias Gram-negativas, Escherichia coli vy
Acinetobacter baumanni (MIC ~1 mg/mL). Las mezclas complejas de los aceites
esenciales revelaron mayor actividad que los componentes aromaticos individuales, lo
que indica un efecto sinérgico de sus diferentes componentes aromaticos. Estos
resultados muestran el papel potencial de M. cervina como agente antibacteriano y

valida el uso tradicional de esta planta (Rodrigues et al., 2011).
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1.3. Macrolepiota procera (Scop.) Singer

Macrolepiota procera (Scop.) Singer es un hongo de la familia agaricacea,

anteriormente del género Lepiota, que agrupaba a especies de caracteristicas tan

diversas que dio lugar a nuevos géneros, entre ellos, el género Macrolepiota. Es

frecuente en verano y otofio, sobre todo en suelos acidos y abunda en huertas poco

trabajadas, vifias y bosques claros (Garcia Rollan, 2006). Sindnimos aceptados de M.

procera son: Lepiota procera, Macrolepiota sp. Boekhout 1049, Lepiota procera

(Scop.) Gray 1821 y Macrolepiota procera (Scop.) Singer 1948, siendo este ultimo el
mas utilizado (Garcia Rollan, 2006; The Encyclopedia of Life, 2003c).

Tabla 3: Clasificacion taxonémica de Macrolepiota procera Singer (The Encyclopedia of Life,

2003c)

Clasificacion Cientifica

Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Orden Agaricales
Familia Agaricaceae
Género: Macrolepiota

Macrolepiota procera (Scop.)
Singer (1948)

Especie:

Figura 5: Fotografia de Macrolepiota procera Singer (Garcia Rollan, 2006)

1.3.1. Nombres vernaculos

Es conocida vulgarmente en castellano como: Parasol, apagavelas, gallipierna,

cocorra, potrecén, fonqueta, paloma, maneta; euskera: galamperna; gallego: choupin,

cachote, patamella, monxo, zarrota; aleman: parasol; francés: Iépiote élevée; inglés:

parasol mushroom; portugués: guarda-sol, marifusa (Garcia Rollan, 2006; The

Encyclopedia of Life, 2003c)
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1.3.2. Descripcion

Es un hongo saprdfito, bastante grande y alto, en forma de sombrilla, que se ve

desde lejos (Garcia Rollan, 2006). El sombrero de 8,5-40 cm de diametro, al principio

es ovoide, después convexo y finalmente aplanado con un mamel6on mas o menos

pronunciado. El borde excedente con mechones algodonosos. Cuticula facilmente

separable con un disco central bien delimitado de marrdn a pardo-ocraceo, disociada

hacia la periferia en escamas concéntricas y contrastadas sobre el fondo algodonoso

blanquecino o crema. Las ldminas, bajo el sombrero, son libres, distantes del pie por un

collarium, anchas, de aristas irregulares; blanquecinas de joven y crema con la edad. El

pie de 10-40 x 1,5-3,2 cm, de fistuloso a
hueco, cilindrico o progresivamente
engrosado hacia la base, para terminar
en un engrosamiento bulboso; superficie
de color blanquecina a crema por encima
de la zona anular, por debajo con
escamas dispuestas en zig-zag y de
colores similares al sombrero. Anillo
amplio, blanquecino y de consistencia
algodonosa por arriba, pardo-ocraceo
por debajo. La esporada es blanca. La
carne es blanca, inmutable, blanda en el
sombreo, parte comestible, y fibrosa en
el pie, de olor suave agradable y sabor
dulce (Hermosilla & Sanchez, 2007).

Figura 6: Macrolepiota procera, ejemplar
adulto (centro), y jévenes (P. Alves, 2011)
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1.3.3. Aplicaciones

Uso alimentario:

M. procera es un hongo silvestre comestible muy apreciado, los sombreros
admiten cualquier tipo de preparacion culinaria y tienen fama de sabrosos (Garcia
Rollan, 2006). Es una fuente de nutrientes y antioxidantes importantes, pudiendo ser
utilizado en la dieta como nutracéutico y/o alimento funcional para mantener y

promover la salud, la longevidad y la calidad de vida (Fernandes et al., 2012).

1.3.4. Farmacologia
Se han reportado estudios sobre la actividad antimicrobiana y la actividad como
inhibidor enziméatico de M. procera, ademas de las actividades antioxidante y

antitumoral que se desarrollan en los apartados 1.5y 1.6.

Actividad antimicrobiana
Un estudio sobre una cepa aislada y cultivada de M. procera, mediante el
método de difusion de disco, frente a varios microorganismos, reveld su actividad como

antibidtico frente a Bacillus subtilis (Dyakov et al., 2011).

La actividad antimicrobiana del extracto metandlico de M. procera fue
determinada, mediante el método de disco, frente a bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis), Gram-negativas (Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa) y Candida albicans. Los resultados mostraron baja actividad
antimicrobiana frente a estos microorgnismos (Ozen et al., 2011). En otro estudio
también se determind su actividad mediante el método de microdilucion y ensayo
colorimétrico, frente a bacterias Gram-negativas (Escherichia coli y Proteus mirabilis),
y Gram-positivas (Staphylococcus aureus, sensible y resistente a meticilina). Los
resultados revelaron una mayor actividad frente a S. aureus (sin grandes diferencias

entre muestras congeladas, liofilizadas o con irradiacion y (Alves et al., 2015).

Actividad como inhibidor enzimético

La actividad de M. procera como inhibidor enzimatico de tripsina, resulté ser
baja (1,48-2,65 TIU/mg materia seca), aunque superior a ciertos cereales e inferior a
algunas fabaceas. Esta actividad inhibidora de tripsina es importante en las especies
comestibles, ya que puede influir en la digestion (Vetter, 2000).
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1.4. Aspectos Quimicos
Tanto las plantas como las setas son fuentes de productos naturales, cuya
diversidad y complejidad es enorme, por lo que es necesario clasificarlos en grupos
basandose en diferentes criterios: clasificacion botanica, actividad farmacoldgica u
origen biosintético. Segun esta ultima clasificacion se dividen en productos del
metabolismo primario (glucidos, lipidos, aminoacidos, peéptidos y proteinas) y
productos del metabolismo secundario (compuestos terpénicos, fenodlicos y compuestos

secundarios nitrogenados).

Estos productos naturales son compuestos quimicos que pueden ser responsables
de acciones farmacoldgicas, denomindndose principios activos, y son utilizados en
terapéuticas, como en fitoterapia y medicina (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).
Pero también pueden ser utilizados como complementos dietéticos o como
nutracéuticos en alimentos funcionales, “sustancias que pueden considerarse un
alimento o parte de un alimento y que proveen beneficios médicos o de salud,
incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad”. Algunos ejemplos de
nutracéuticos o "ingredientes alimentarios funcionales” son: fibra dietética, acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), proteinas, péptidos, aminoacidos, cetoacidos, minerales,
vitaminas antioxidantes y otros antioxidantes (glutation, selenio, etc) (Andlauer & Frst,
2002).
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1.4.1. Compuestos hidrofilicos

a) Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos forman un amplio grupo, donde se han reportado méas
de 8000 estructuras fenolicas diferentes, distribuidas ampliamente en el reino vegetal
(Crozier et al., 2008) y también en el reino fungi (Ferreira et al., 2009). Su biosintesis
involucra las rutas del shikimato, de los fenilpropanoides y de los flavonoides y como
metabolitos secundarios muestran efectos de defensa, crecimiento y desarrollo.
Contienen al menos un anillo aroméatico unido a uno o mas grupos hidroxilo, y son
capaces de formar desde moléculas de bajo peso molecular a estructuras grandes y
complejas. Generalmente aparecen como glucésidos o ésteres, pero también libres
debido a su estabilidad. (Carocho & Ferreira, 2013b). Son compuestos que poseen
actividad antioxidante que depende de la participacion del hidrégeno fendlico en las
reacciones de oxidacion, de la estabilidad del radical antioxidante formado durante la

reaccion y de las sustituciones quimicas de la estructura (Ferreira et al., 2009).
Segun su estructura, los compuestos fendlicos se dividen en varios grupos:

Los &cidos fenolicos estan compuestos por los derivados de los acidos
hidroxibenzoico e hidroxicindmico. Pertenecientes al grupo de acidos
hidroxibenzoicos, con un esqueleto C6-C1, se encuentran, por ejemplo, el &cido galico,
acido protocatéquico, acido vainillinico, &cido siringico, y también el subgrupo de
taninos, tanto hidrolizables como condensados. Los &cidos hidroxicinamicos, con un
esqueleto C6-C3, como el acido cafeico, el acido p-cumaérico y el &cido ferulico, entre
otros, raramente se encuentran libres. Su activividad antioxidante se debe a que acttan
como quelantes y como captadores de radicales libres, con especial afinidad por los
radicales hidroxilo y peroxilo, el anion superéxido y los peroxinitritos (Carocho &
Ferreira, 2013a, 2013b).

Los flavonoides son el grupo mas numeroso. Son compuestos polifendlicos de
15 carbonos, que derivan de las chalconas, formados por tres anillos aromaticos de
esqueleto C6-C3-C6, con numerosos sustituyentes. Las principales subclases de
flavonoides son los flavonoles, flavonas, flavanoles, isoflavonas, flavanonas y
antocianidinas (Carocho & Ferreira, 2013b; Crozier et al., 2008). Su actividad
antioxidante se debe a los grupos hidroxilo fenolicos unidos a los anillos que pueden

actuar como agentes reductores, donadores de hidrogeno, desactivadores de oxigeno
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singlete, captadores de radical superoxido e incluso como quelantes metélicos (Carocho
& Ferreira, 2013a).

Las cumarinas son compuestos que derivan de los &cidos fendlicos, en cuya
estructura C6-C3 un anillo bencénico se fusiona con un heterociclo de oxigeno. Se
pueden clasificar en tres grupos: las hidroxicumarinas, como la umbeliferona, el
esculetol y sus derivados, las furanocumarinas y las piranocumarinas. Las xantonas son
compuestos heterociclicos de esqueleto C6-C1-C6, y aparecen principalmente en
familias de plantas superiores. Las chalconas poseen un esqueleto C6-C3-C6, sin anillo
heterociclico, y son intermediarios en la sintesis de flavonoides. Los estilbenos de
estructura C6-C2-C6, derivan de la misma ruta biosintética que los flavonoides, siendo
el mas importante el resveratrol. Las quinonas, de estructuras muy diversas, son
compuestos coloreados, que se clasifican en benzoquinonas (estructura bencénica),
naftoquinonas (estructura de naftaleno) y antraquinonas (estructura antracénica). Las
ligninas son polimeros muy ramificados, compuestos por tres alcoholes simples
conocidos como monolignoles, presentes en la pared celular de algunos tejidos
vegetales. Los lignanos son dimeros de unidades C6-C3, quimicamente relacionados
con la lignina (Carocho & Ferreira, 2013b; Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007).

b) Azlcares

Los azucares, también llamados carbohidratos o hidratos de carbono, son los
compuestos organicos mas abundantes en la naturaleza, casi todas las plantas y los
animales los sintetizan y metabolizan, usandolos como almacenamiento de energia para
las células (Wade, 2013). Generalmente, se clasifican en dos grupos: simples y
complejos. Los azUcares simples 0 monosacaridos, que no se pueden convertir por
hidrolisis en azlcares mas pequefios, como la glucosa y la fructosa. Los azUcares
complejos, que estan formados por la union de dos (disacaridos) o mas azlcares
simples (polisacaridos), como la sacarosa, disacarido formado por glucosa y fructosa, o
como la celulosa, polisacarido formado por muchas unidades de glucosa. La hidrolisis
de los azucares complejos los rompe en sus monosacaridos constituyentes (McMurry,
2001). Los carbohidratos se pueden unir a una gran variedad de compuestos formando
glucosidos, lo que aumenta su solubilidad en agua. La estructura quimica y la actividad

farmacoldgica de los glucésidos dependen del aglicon al que se unen los carbohidratos.
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En farmacologia, ademés de su utilidad como agentes de carga, se ha
descubierto que varios polisacaridos poseen actividad inmunomoduladora, antitumoral,
anticoagulante, hipoglucémica o antiviral. Los distintos productos de hidratos de
carbono comercializados incluyen fibra, celulosa y sus derivados, almidon (polimeros
de glucosa) y sus derivados, dextrinas, fructanos (polimeros de fructosa, por ejemplo,

inulina), los &cidos alginicos, agar y gomas (Gurib-Fakim, 2006).

¢) Acidos organicos

Los &cidos orgénicos son intermediarios fotosintéticos, que se forman
principalmente en las mitocondrias a través del ciclo de Krebs, y en menor medida, en
el glioxisoma como parte del ciclo del glioxilato. Algunos acidos organicos pueden
tener actividad bioldgica, importante para mantener la calidad y las caracteristicas
organolépticas de frutas, verduras y setas, y también por influir en la salud humana. El
acido tartarico, acido malico, acido citrico y el acido succinico muestran ser
beneficiosos por sus propiedades antioxidantes, actuando como quelantes de metales o
deslocalizando la carga electronica de los radicales libres (Barros, Pereira, & Ferreira,
2013; Lopez-Bucio, Nieto-Jacobo, Ramirez-Rodriguez, & Herrera-Estrella, 2000; P.
Morales et al., 2014; Valentdo et al., 2005).
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1.4.2. Compuestos lipofilicos

a) Tocoferoles

Los tocoferoles y tocotrienoles, frecuentemente designados por vitamina E, son
un grupo de compuestos quimicos con una estructura comin que consta de un anillo
cromano y una cadena lateral de isoprenos. La vitamina E esta compuesta por ocho
isoformas, cuatro tocoferoles, de cadena saturada, (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol
y o-tocoferol) y cuatro tocotrienoles, de cadena insaturada, (a-tocotrienol, [3-
tocotrienol, y- tocotrienol y d- tocotrienol). Su actividad antioxidante se debe al grupo
cromano, que inhibe la peroxidacion lipidica, al donar el hidrogeno fendlico a los
radicales peroxilo, formandose radicales tocoferoxilos que no son reactivos. La
capacidad antioxidante relativa in vivo de los tocoferoles sigue el orden o>p>y>5. La
vitamina E es el principal antioxidante presente en el plasma, glébulos rojos y tejidos,
que permite la proteccion de la integridad de las estructuras lipidicas, principalmente de
las membranas. Existen estudios sobre la regeneracion de la vitamina E, y por tanto, su
capacidad antioxidante, a partir de su radical tocoferoxilo, mediante procesos que
involucran a la vitamina C, entre otros compuestos, lo que sugiere un efecto sinérgico
entre ambas vitaminas (Burton & Traber, 1990; Carocho & Ferreira, 2013a; Halpner,
Handelman et al., 1998; Kamal-Eldin & Appelqgvist, 1996).

b) Terpenos y esteroides

Los terpenos son compuestos que derivan de la polimerizacién de unidades de
isopreno, molecula de 5 carbonos que procede del acido mevalonico. Se clasifican en
funcion del numero de atomos de carbono, que generalmente es maltiplo de 5. Los
monoterpenos (C10), que pueden ser aciclicos, monociclicos y biciclicos, e incluyen a
los iridoides y secoiridoides. Los sesquiterpenos (C15), que pueden ser aciclicos,
mono, bi, triciclicos y también tetraciclicos, algunos de ellos presentan actividad
antifungica, antibidtica, antiinflamatoria o espasmolitica. Los monoterpenos y
sesquiterpenos junto con los compuestos aromaticos y moléculas no volatiles, forman
los aceites esenciales de las plantas. Los diterpenos (C20), algunos de ellos con
actividad antiancerigena y/o citotoxica, y también antifingica, antirretroviral vy
antioxidante, esta ultima de algunos diterpenos fenolicos. Los triterpenos (C30), la

mayoria con estructura tetra o pentaciclica, e incluyen a los esteroides, moléculas con
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estructura de perhidrociclopentano-fenantreno, a las saponinas o sapondsidos,
heterésidos cuya genina puede ser triterpénica o esteroidica y los heterdsidos
cardiotdnicos. Los tetraterpenos (C40) denominados con frecuencia carotenoides, son
compuestos coloreados debido a que poseen un gran nimero de dobles enlaces
conjugados, donde los extremos pueden ser ciclicos. Se denominan xantofilas si la
molécula posee funciones hidroxilo, y caroteno si la molécula es un hidrocarburo.
Poseen accion preventiva frente a distintos tipos de cancer y son fuentes de vitamina A.
Los poliisoprenoides son compuestos que resultan de la combinacion de millares de
moléculas de isopreno (Castillo Garcia & Martinez Solis, 2007; Gurib-Fakim, 2006).

¢) Acidos grasos

Los é&cidos grasos son acidos carboxilicos (RCOOH) con una cadena
hidrocarbonada de 4 a 36 carbonos. En los acidos grasos saturados (SFASs), la cadena
hidrocarbonada esta saturada, es decir, no contiene dobles enlaces. En los &cidos grasos
insaturados, la cadena hidrocarbonada estd insaturada, es decir, posee uno
(monoinsaturados, MUFAs) o mas dobles enlaces (poliinsaturados, PUFAS). La
mayor parte de los &cidos grasos sintetizados o ingeridos por un organismo se
incorporan a los triglicéridos, compuestos por tres acidos grasos unidos por enlace éster
al glicerol, para el almacenamiento de energia metabdlica o se incorporan a los

fosfolipidos constituyentes de las membranas (Nelson & Cox, 2000).

Los &cidos grasos esenciales son PUFAs, necesarios para la salud, que deben
incorporarse en la alimentacion, ya que no pueden sintetizarse en el cuerpo humano. Se
dividen en dos familias: Omega-3 (0-3) y Omega-6 (w-6). Los acidos grasos -3,
ademas de sus efectos antiinflamatorios, pueden tener efectos beneficiosos sobre el
corazén y otras patologias como el cancer, diabetes y enfermedades neuroldgicas. Los
acidos grasos ®-6, como el é&cido y-linoleico, también poseen propiedades
antiinflamatorias, siendo su fuente principal los aceites de semillas (Gurib-Fakim, 2006;
Kauret al., 2012).
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1.4.3. Caracterizacion quimica de Calendula officinalis L.
La composicion quimica de C. officinalis esta condicionada por la variedad de
planta (Kishimoto et al., 2005; Olennikov & Kashchenko, 2013), por factores
ambientales, como cultivo, clima, tipo de suelo, recolecta, y por el tratamiento y

extraccion del material vegetal (Cechinel Filho & Yunes, 1998).

Varios estudios fitoquimicos confirman que los principales constituyentes
quimicos de las flores de caléndula son flavonoides (libres y glucosilados), terpenos
(saponoésidos y alcoholes triterpénicos, triterpenos y sesquiterpenos), carotenoides,
polisacaridos, acidos fendlicos, cumarinas y aceite esencial (Muley et al., 2009). En la
Tabla 4 se resumen los fitoconstituyentes de C. officinalis.

Tabla 4: Constituyentes fitoquimicos encontrados en Calendula officinalis (Tabla adaptada y datos
porcentuales de (Andersen et al., 2010), completada con informacion de otros autores)

PHYTOCHEMICAL CONSTITUENTS OF Calendula officinalis L.

PHENOLIC COMPOUNDS

Lignin; caffeic acid; 1-O-caffeylquinic acid; 3-O-caffeylquinic acid; 4-O-
caffeylquinic acid; 5-O- caffeylquinic acid; 1,3-di-O-caffeylquinic acid; 3,4-
di-O- caffeylquinic acid; 3,5-di-O-caffeylquinic acid; 4,5-di-O-caffeylquinic
acid; 1,3,5-tri-O-caffeylquinic acid; 3,4,5-tri-O-caffeylquinic acid; 1-O-
caffeylglucose; chlorogenic acid; ferulic acid; isoferulic acid; 5-O-
ferulylquinic acid; gentisic acid; cinamic acid; o-coumaric acid; p-coumaric
acid; 3-O-p-coumarylquinic acid; p-hydroxybenzoic acid; p-
hydroxyphenylacetic acid; protocatechuic acid; salicylic acid (trace only);
sinapic acid; syringic acid; vanillic acid; veratric acid (Andersen et al., 2010;
D. Olennikov & Kashchenko, 2013).

PHENOLIC ACIDS,
FREE AND STERIFIED
(0.1 %)

Astragalin; calendoflaside; calendoflavoside; calendoflavobioside;
calendoside | (quercetin 3-O-(4’’-a -L-rhamnopyranosyl)-B-D-
glucopyranoside); calendoside Il (quercetin 3-O-(3’- a-L-
rhamnopyranosyl)-p -D-glucopyranoside); calendoside 111 (isorhamnetin 3-
O-(4’- a.—L-rhamnopyranosyl)-p -D-glucopyranoside); calendoside IV
(isorhamnetin 3-0-(3”’- a -L-rhamnopyranosyl)-p -D-glucopyranoside);
isoquercitrin (quercetin-3-O-B-D-glucopyranoside), isorhamnetin;
isorhamnetin-3-O-neohesperidoside; isorhamnetin-3-0-(2°°,6”’-
dirhamnosyl)-glucoside; isorhamnetin-3-O-(2°’-rhamnosyl)-glucoside,
isorhamnetin-3-O-(2°’-rhamnosyl)-glucoside, isorhamnetin-3-O-glucoside;
isorhamnetin-3-O-(2°’-acetyl-)-p-D-glucopyranoside; isorhamnetin-3-O-
(27,6 -diacetyl)-p -D-glucopyranoside; isorhamnetin-3-rhamnosyl-(1,2)-
rhamnoside; isorhamnetin-3-B-D-glucopyranosyl-6-1-p-1-rhamnofuranoside,
kaempferol, manghaslin (quercetin-3-0-2%-rhamnosylrutinoside); narcissin
(isorhamnetin 3-O-rutinoside); neohesperidin (closest match to
neoliesperoside), quercetin, quercetin-3-O-neochesperidoside, quercetin-3-O-
(2”,6°’-dirhamnosyl)-glucoside; quercetin-3-O-(2”’-rhamnosyl)-glucoside;
rutin (quercetin-3-O-rutinoside); syringin (closest match to syringentin);
typhaneoside (isorhamnetin 3-O-2°-rhamnosylrutinoside) (Andersen et al.,
2010; Kurkin & Sharova, 2007; D N Olennikov & Kashchenko, 2014; D.
Olennikov & Kashchenko, 2013; Ukiya et al., 2006; Yoshikawa et al., 2001).

FLAVONOIDS
(<1.5 %)

TANNINS

(6-10 %) Pyrogallol; catechol types coumarins (Andersen et al., 2010).

COUMARINS Esculetin; scopoletin; umbelliferon (7-hydroxycoumarin) (Andersen et al.,
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2010).

QUINONES 5-Phytyltoluquinone; 6-Phytyltoluquinon; a-tocopherolquinone (Andersen et
al., 2010).

TOCOPHEROLS

7-Methyltocol; 5,7-dimethyltocol; 5-methyltocol; 8-methyltocol; a -tocopherol (vitamin E); B-tocopherol;
y-tocopherol; 5-tocopherol (Andersen et al., 2010).

TERPENOIDS AND STEROIDS

Arnidiol; brein (fatty acid esters); calenduladiol (fatty acid esters); coflotriol;
erythrodiol; faradiol (fatty acid esters: major triterpenoid in flowers);

.T_EIIEFEAR’;IEDNSIEERIFIED heliantriol AO; heliantriol Al; heliantriol BO; heliantriol B1; heliantriol B2;
heliantriol C; heliantriol F; longispinogenin; lupentrio; lupeol (and its

ALCOHOLS i A i~

(<5 %) esters); maniladiol; oIean—12—en§—3—B, 16—.B, 28-tr101,.pseudotar?:lxasterol/ -
taraxasterol; taraxasterol; ursodiol; ursatriol; a-amyrin; B-amyrin (Andersen
et al., 2010)

TRITERPENIC Calendulaside B, A-H (oleanolic acid glycosides); calendasaponins A, B, C,

GLYCOSIDES and D (oleanolic acid glycosides) (Andersen et al., 2010)

(2-10 %) B '
24-Methylcholest-5,22-dien-3-beta-ol; 24-methylcholest-7-en-7-beta-ol; 24-
methylene cholesterol; 24-methylene-lophenol; fucosterol (28-isofucosterol);

STEROLS AND 4-a-methyl-24-methylene-cholest-7-en-3-beta-ol; 4-a-methylstigmasta-7,

STEROIDS 24(28)-dien-3-beta-ol; 4-B-methylergosta-7,24(28)-dien-3-beta-ol;

(0.2 %) campestanol; campesterol; cholest-7-en-3-B-ol; cholestanol; cholesterol;
stigmast-7-en-3-B-ol; stigmastanol (=fucostanol); stigmasterol; a-1-sitosterol
(=citrostadeniol) and B-sitosterol; (Andersen et al., 2010).

Carvone; geranylacetone; y-terpinene; linalool; menthone; 4-cymene;
sabinene; terpinenol-4; a-pinene; a-terpineol; a-thujene; isomenthone;

MONOTERPENES AND | aloaromadendrol; calamenene; caryophyllene; cubenol; 3-cadinene; 6-

SESQUITERPENES cadinol; epicubebol; y-cadinene; germacrene D; guaiol; oplopanone;

(0.2-0.4 %) palustrol; T-cadinol; T-muurolol; caryophyllene oxide; a-cadinol (0.05-
0.15%); a-humulene; a-muurolene; B-eudesmol; officinosides C and D
(sesquiterpene oligoglycosides) (Andersen et al., 2010).

Antheraxanthin; auroxanthin; a-carotene; [B-carotene; y-carotene; 6-

CAROTENES Carotene; citroxanthin; flavoxanthin; lycopene; lutein; mutaxanthin;

(3-5 %) rubixanthin; violaxanthin (Andersen et al., 2010; Bako et al., 2002;
Kishimoto et al., 2005).

CARBOHYDRATES (12-25 %)

Arabinogalactan PSII 25 kDa (arabinose, galactose); arabinogalactan PSII1 35 kDa (arabinose, galactose);
mucilage (1.5 %): rhamnoarabingalactan PSI 15 kDa (arabinose, galactose, rhamnose); galacturonic acid;
arabinose; galactose; glucose; rhamnose; xylose; uronic acids (Andersen et al., 2010; Korzh et al., 2012).

ORGANIC ACIDS

Ascorbic acid; malic acid; pentadecanoid acid; salicylic acid (Andersen et al., 2010; Korzh et al., 2012).

FATTY ACIDS (mainly as esters, 5 %)

9-Hydroxy-trans-10,cis-12-octadecadienic-acid; capric acid; caprylic acid; dimorphecolic acid; lauric
acid; linoleic acid; linolenic acid; myristic acid; palmitic acid; palmitoleic acid; pentadecanoic acid,;
stearic acid; calendic acid (Andersen et al., 2010; Ul’chenko & Glushenkova, 1998).

OTHERS

Mineral matter (K, Na, Mg, Ca, Fe); aminoacids and proteins; n-paraffins; resins ; bitter constituent,
loliolide (calendin); calendulin (Andersen et al., 2010; D. Arora, Rani, & Sharma, 2013; Muley et al.,
2009).
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1.4.4. Caracterizacion quimica de Mentha cervina L.

En la composicion del aceite esencial de M. cervina (Tabla 5), varios estudios
concuerdan que los monoterpenos oxigenados constituyen la principal fraccion (80-88
%), siendo los mayoritarios pulegona (52-75 %), isomentona (8-24 %), y mentona (1-2
%), mientras que el monoterpeno hidrocarbonado mayoritario es limoneno (4-6 %)
(Goncalves et al., 2007; Rodrigues et al., 2011).

Respecto a la variabilidad en la composicion del aceite esencial, se encontraron
diferencias cuantitativas entre poblaciones de la fase vegetativa y de la fase en floracion,
principalmente en las cantidades de pulegona (12,9-79,6 %) e isomentona (8,7—77,0 %)
(Goncalves et al., 2007). Entre poblaciones de diferentes lugares, en la misma fase de
desarrollo y en las mismas condiciones ecoldgicas y edafoldgicas, no se observo
polimorfismo quimico y entre poblaciones con diferentes condiciones ecoldgicas,
cultivadas vy silvestres, tampoco se encontraron grandes diferencias en la composicion,

aunque si en el rendimiento de la extraccion. (Rodrigues et al., 2008).

La composicion de compuestos fenolicos de M. cervina fue estudiada (Tabla 5).
En el extracto acuoso (infusién) fueron identificados cinco compuestos y en el extracto
hidroetandlico fueron identificados nueve compuestos, con mayor cantidad de &cido
cafeico seguido de &cido clorogénico y rutina (Martins da Rocha, 2011).

Tabla 5: Constituyentes fitoquimicos encontrados en Mentha cervina. Compuestos fenélicos
(infusién y extracto hidroetandlico) y terpenos (aceite esencial).

PHYTOCHEMICAL CONSTITUENTS OF Mentha cervina L.

PHENOLIC COMPOUNDS

Protocatechuic acid; ferulic acid; cumaric acid; caffeic acid; chlorogenic

PHENOLIC ACIDS acid (Martins da Rocha, 2011; Politi et al., 2008)

Epicatechin; naringenin; orientin; quercetin; rutin (Martins da Rocha, 2011;
FLAVONOIDS Politi et al., 2008).

TERPENOIDS

3-Methyl cyclohexanone; a-thujene; a-pinene; camphene; sabinene; 1-
octen-3-ol; B-pinene; 2,5-dimethyl-1-hexene; 3-octanol; 3-myrcene; p-
cymene; 1,8-cineole; limonene; cis-f-ocimene; trans-p-ocimene; y-
terpinene; n-octanol; cis-linalool oxide; trans-limonene oxide; menthone;
isomenthone; menthofuran; cis-isopulegone; terpinen-4-ol; verbenone;
myrtenol; pulegone; piperitone; 4-hydroxy-piperitone; carvotanacetone;
piperitenone; 3-caryophyllene; B-caryophyllene oxide; humulene epoxide;
Z-B-ocimene; E-B-ocimene; neo-menthol; menthol; cis-p-menth-2-en-1-ol;
octan-3-one; a-phellandrene; t-sabinene hydrate and terpinolene (Burzaco
Vidaurreta et al., 1992; Gongalves et al., 2007; Rodrigues et al., 2011)

MONOTERPENES AND
SESQUITERPENES
(Essential oil)
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1.4.5. Caracterizacion quimica de Macrolepiota procera (Scop.) Singer
Las setas silvestres comestibles son ampliamente apreciadas por su textura y
sabor, pero también son una fuente importante de nutrientes y antioxidantes como
proteinas y carbohidratos con baja cantidad de grasas. Ademas contienen nutracéuticos
como PUFA, compuestos fenolicos, tocoferoles, acido ascorbico y carotenoides (Barros
et al., 2008).

Los resultados del valor nutricional de M. procera en muestras frescas fueron:
humedad (85,9 g/100 g de peso fresco), cenizas (8,0 g/100 g de peso seco), grasas (2,9
0/100 g de peso seco), proteinas (19 g/100 g de peso seco), carbohidratos (70 g/100 g de
peso seco, calculados por diferencia) y energia (383 kcal/100 g de peso seco,
calculados). Los principales azucares encontrados fueron manitol (5,2 g/100 g de peso
seco) y trehalosa (9,1 g/100 g de peso seco), siendo el total de 15,7 g/100 g de materia
seca. En el analisis de acidos grasos, la cantidad total de SFAs fue de 25,2 %, la de
MUFAs de 9,3 % y la de PUFAs de 65,5 %, siendo el &cido linoleico (C18:2) el
mayoritario (65,0 %). EI contenido de tocoferoles muestra un total de 178 pg/100 g de
materia seca, siendo el mayoritario el 5-tocoferol (91 pg/100 g) (Fernandes et al.,
2014). EIl contenido en compuestos fendlicos fue de 11 pg/g de materia seca, siendo el
mayoritario el acido protocatéquico (8 pg/g) y el contenido de acidos organicos de 49
mg/g de materia seca, siendo el principal el &cido malico (28 mg/g de materia seca)
(Fernandes & Barros et al., 2014). En la Tabla 6 se resume la composicion quimica de
M. procera a partir de los estudios de varios autores.
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Tabla 6: Constituyentes micoquimicos encontrados en Macrolepiota procera (Datos recogidos de
varios autores)

MYCOCHEMICAL CONSTITUENTS OF Macrolepiota procera

PHENOLIC COMPOUNDS

PHENOLIC Cinnamic acid; protocatechuic acid; gallic acid; gentisic acid; vanillic acid; syringic
ACIDS acid; p-coumaric acid; caffeic acid; ferulic acid; tannic acid (Puttaraju et al., 2006)
TOCOPHEROLS

a -tocopherol (vitamin E); B-tocopherol; y-tocopherol; 8-tocopherol (mainly) (Fernandes et al., 2014).

TERPENOIDS
CAROTENES B-Carotene; lycopene (Ozen et al., 2011)
CARBOHYDRATES

Mannitol; trehalose (Barros et al., 2007).

ORGANIC ACIDS

Oxalic acid; quinic acid; mallic acid; citric acid; fumaric acid (Fernandes et al., 2014)

FATTY ACIDS

Capric acid; lauric acid; myristic acid; pentadecylic acid; palmitic acid; palmitoleic acid; margaric acid;
stearic acid; oleic acid; linoleic acid; a-linolenic acid; arachidic acid; paullinic acid; eicosadienoic acid;
behenic acid; tricosylic acid; lignoceric acid (Barros et al., 2007).

OTHERS

Minerals and metallic elements (Ag, Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Rb, Sr,
and Zn) (Kutdo et al., 2013)
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1.5. Actividad antioxidante

1.5.1. Estrés oxidativo y especies reactivas
El término estrés oxidativo es utilizado para describir la condicién de
desequilibrio entre las especies reactivas, producidas en el metabolismo normal de las
células aerobias, y las defensas antioxidantes celulares, moléculas enzimaticas y no
enzimaticas que las neutralizan. EI mantenimiento de este equilibrio es una condicion
esencial para el normal funcionamiento del organismo y el desequilibrio puede
producirse por una sobreproduccion de estas especies reactivas o por la perdida de la

actividad antioxidante de las células (Ferreira et al., 2009; Lobo et al., 2010).

Las especies reactivas, en las que se incluyen los radicales libres, son a&tomos,
moléculas o iones con electrones desapareados, altamente inestables y susceptibels de
sufrir reacciones quimicas con otras moléculas. Las principales son las especies
reactivas de oxigeno (ROS): anion superdéxido (O,"), radical hidroperoxilo (HO;),
radical hidroxilo (OH"), peréxido de hidrégeno (H,0.), oxigeno singlete (*O,) y 4cido
hipocloroso (HOCI); pero también existen especies reactivas de nitrégeno (RNS): dxido
nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQ); y especies reactivas de azufre (RSS) (Carocho &
Ferreira, 2013a; LU et al., 2010).

La produccién de estas especies reactivas puede deberse al normal
funcionamiento del metabolismo dentro de la mitocondria, a través de la xantina
oxidasa, los peroxisomas, los procesos inflamatorios, la fagocitosis, las vias del
araquinodato, la isquemia y el ejercicio fisico. Pero también factores externos pueden
promover la produccidon de radicales libres como fumar, la contaminacion, la radiacion,
las drogas, los pesticidas, los disolventes industriales y el ozono (Carocho & Ferreira,
2013a; Lobo et al., 2010).

Los principales objetivos de ROS, RNS y RSS son las proteinas, el ADN (acido
desoxirribonucleico) y el ARN (&cido ribonucleico), las moléculas de azucares y los
lipidos (Carocho & Ferreira, 2013a; LU et al., 2010), pudiendo provocar su
modificacion o inhibir su normal funcionamiento (Valko et al., 2007). Estas especies
reactivas se han vinculado a muchas enfermedades graves como el céancer, las
enfermedades cardiovasculares, incluyendo la aterosclerosis y los accidentes
cerebrovasculares, afecciones neurologicas, trastornos renales, trastornos hepaticos,

hipertensién, artritis reumatoide, sindrome de dificultad respiratoria del adulto,
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enfermedades de deficiencia autoinmune, inflamacion, trastornos degenerativos
asociados con el envejecimiento, la diabetes mellitus, complicaciones de la diabetes,
cataratas, la obesidad, autismo, enfermedad de Alzheimer, el Parkinson, vasculitis,
glomerulonefritis, lupus eritematoso, Ulceras gastricas, la hemocromatosis y la
preeclampsia, entre otros (Carocho & Ferreira, 2013a; Lobo et al., 2010; L0 et al.,
2010).

1.5.2. Antioxidantes

Los antioxidantes pueden definirse como “cualquier sustancia que retrasa,
previene o elimina el dafno oxidativo de una molécula objetivo” (Halliwell, 2007). Los
antioxidantes pueden directamente reaccionar con el radical reactivo y destruirlo,
mientras ellos se convierten en nuevos radicales, los cuales son menos activos, con
menor tiempo de vida y menos peligrosos que los radicales que han neutralizado, y a su
vez pueden ser neutralizados por otros antioxidantes o por otros mecanismos para
terminar su estado de radical (LU et al., 2010). Su actividad antioxidante puede ser
eficaz a través de diversas maneras: como inhibidores de las reacciones de oxidacion
por radicales libres (oxidantes preventivos), por inhibicion de la formacion de radicales
libres lipidicos; interrumpiendo la propagacion de la reaccién en cadena de
autooxidacion (antioxidantes rompedores de cadena); como desactivadores de oxigeno
singlete; a través del sinergismo con otros antioxidantes; como agentes reductores que
convierten los peroxidos de hidrégenos en compuestos estables; como quelantes de
metales que convierten los metales prooxidantes (derivados de hierro y cobre) en
productos estables; y, finalmente, como inhibidores de enzimas prooxidativas

(lipooxigenasas) (Carocho & Ferreira, 2013a).

Los antioxidantes pueden ser clasificados en enziméticos y no enzimaticos.
Algunos son productos enddgenos, en los que se incluyen enzimas, moléculas de bajo
peso molecular y cofactores enzimaticos. Entre los antioxidantes no enzimaticos se
encuentran los obtenidos en la dieta, los cuales pueden ser clasificados en varias clases:
polifenoles (acidos fendlicos y flavonoides), vitaminas, carotenoides, compuestos
organosulfurados y minerales (Liu, 2004; Ratnam et al., 2006), algunos de ellos

descritos en el apartado 1.4.
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1.5.3. Actividad antioxidante de Calendula officinalis L.
Varios estudios comprueban la actividad antioxidante in vitro e in vivo de los

extractos y compuestos aislados de las flores de caléndula.

Entre los métodos fotométricos para evaluar la actividad antioxidante in vitro
destacan: actividad captadora de ABTS (acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico); actividad captadora de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo); actividad
captadora del radical hidroxilo (OH); actividad captadora de peréxido de hidrégeno
(H20,); actividad captadora de radical superoxido (O,"); actividad captadora de éxido
nitrico; inhibicion de la peroxidacion lipidica TBARS (sustancias reactivas a acido
tiobarbitlrico); poder reductor férrico FRAP; potencial antioxidante reactivo total
TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) y reactividad antioxidante total
TAP (total antioxidant reactivity). También se evalla la actividad antioxidante por la
determinacion del contenido total de compuestos fendlicos, como con el método Folin-

Citocalteu, y por la determinacién del contenido total de flavonoides.

En ensayos in vivo en animales, algunos extractos han demostrado actividad
hepatoprotectora y antigenotoxica frente al estrés oxidativo debido a su efecto
antioxidante (Abdel-Aziem et al., 2014; Frankic¢ et al., 2009), explicados en la apartado
1.1.4. Otro estudio in vivo en ratones demostrd que el extracto metandlico de C.
officinalis posee efecto protector de la piel frente al estrés oxidativo provocado por la
radiacion UVB (Fonseca et al., 2010). En la Tabla 7 se muestran algunos resultados de

ensayos, in vivo e in vitro, que evalUan la actividad antioxidante de la caléndula.
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Tabla 7: Resultados de algunos estudios que evaltan la actividad antioxidante de C. officinalis

Samples ‘ Antioxidant activity assays ‘ Antioxidant activity results ‘ References
Total reactive antioxidant potential 368.14 mM Trolox
_ (TRAP) assay equivalents
Butanolic Total antioxidant reactivity (TAR) 249.19 mM Trolox
zrt?:;tr:g?i(? f(50 is;az peroxidation induced b eaivalent (Cordova et
Ip! X1dation indu Yy = al., 2002)
%) extract of Fe®*/ascorbate in liver microsomes ECso = 0.15 mg/mL

dried flowers Superoxide radical scavenging activity ECsy = 1.0 mg/mL

Hydroxyl radical scavenging activity ECso = 0.5 mg/mL

Superoxide radical scavenging activity =~ ECso= 500 pg/mL
Hydroxyl radical scavenging activity ECso= 480 pg/mL

Lipid peroxidation inhibition ECs0= 2000 pg/mL
_ DPPH radical scavenging activity ECso= 100 pg/mL
;(t;}ea:go?:c ABTS radical scavenging activity ECso= 6.5 pg/mL
extract of fresh  Nitric oxide radical scavenging activity ~ECso= 575 pg/mL (Preethi et
flowers, Inhibition of nitric oxide produced by ~ Inhibition between 3.206(10  al-, 2006)
redissolved in ~ macrophages Hg) and 32.6 % (150 ug)
water PMA-induced superoxide radical Inhibition 12.6 % (100
generation in peritoneal macrophages mg/kg) and
in vivo 38.7 % (250 mg/kg)
In vivo antioxidant activity in mice Increase in catalase and
blood and liver after oral intracellular glutathione are
administration during 30days the major changes
DPPH scavenging activity ECso~ 0.45/0.9 mg/mL

Methanolic (70
%) extract of
dried flowers

Hydroxyl radical scavenging activity ECso~ 0.3/0.7 mg/mL

Lipid peroxyl radical scavenging ECqo~ 0.3/0.8 mg/mL
50 -olU.

(cultivated/ activity

wild grow) Total phenolic Folin-Citocalteu 55.07/14.49 mg/g
Total flavonoid 18.48/ 5.26 mg/g (Cetkovié et
DPPH scavenging activity ECso~ 0.3/0.9 mg/mL al., 2004)

Aqgueous extract

Hydroxyl radical ing activit ECso~ 0.2/0.5 mg/mL
of dried flowers y roxy radica scavenglng activi y 50 mg m

Lipid peroxyl radical scavenging

cultivated activit ECs0~ 0.2/0.75 mg/mL

(cultivated/ y oo

wild grow) Total phenolic Folin-Citocalteu 57.47/15.12 mg/g
Total flavonoid 18.62/5.31 mg/g

Aspectos quimicos y bioactivos de tres matrices naturales: Calendula officinalis L., Mentha cervina L.y
Macrolepiota procera (Scop.) Singer 29



Introduccién

1.5.4. Actividad antioxidante de Mentha cervina L.

La actividad antioxidante de los extractos acuosos e hidroetandlicos de tallos,
hojas y una mezcla de ambos de M. cervina fue evaluada mediante el método del radical
cationico ABTS" y del aceite esencial mediante el método TEAC (TROLOX equivalent
antioxidant capacity), asi como el contenido de compuestos fendlicos totales con el
reactivo Folin-Citocalteu y la determinacion de la degradacion de ADN por oxidacion.
Los resultados mostraron para el método ABTS una concentracion equivalente de &cido
ascorbico, de las soluciones hidroetanolicas que varia entre 0,066 g/L del tallo extraido
con 100 % de etanol hasta 0,695 g/L de las hojas extraidas con 40% de etanol, y de la
infusion del polvo de 0,160 g/L. En los resultados del método Folin-Citocaletu se
observd que la concentracion equivalente de 4&cido galico, de las soluciones
hidroetandlicas varia entre 0,099 g/L del tallo extraido con 100 % de etanol hasta 0,859
g/L de la hoja con 65 % etanol, y de la infusion de polvo de 0,154 g/L. En relacion al
efecto oxidante y prooxidante de los extractos, infusiones y aceite esencial sobre el
ADN, todos ellos mostraron proteccidn antioxidante excepto el aceite esencial que junto
con los valores del método TEAC se demostrd que los compuestos presentes en el
aceite esencial acttan de forma diferente sobre moléculas bioldgicas (Martins da Rocha,
2011).

1.5.5. Actividad antioxidante de Macrolepiota procera (Scop.) Singer

La actividad antioxidante de M. procera fue evaluada en diferentes extractos,
comparando diferentes técnicas de conservacién y mediante métodos diferentes. Los
métodos espectrofotométricos evaluados fueron la actividad captadora de radicales
DPPH, poder reductor, la inhibicién de la decoloracion de p-caroteno, la inhibicion de
la peroxidacion lipidica con TBARS, actividad antioxidante total por el método del
fosfomolibdeno, inhibicion de la peroxidacion del &cido linoleico, actividad captadora
de superéxido, actividad captadora de perdxido de hidrogeno, actividad quelante de
metales con hierro y por el contenido de compuestos fendlicos totales con el reactivo
Folin-Citocalteu (Barros et al., 2007; Fernandes et al., 2014; Ozen et al., 2011; Puttaraju
et al., 2006; Witkowska et al., 2011). En la Tabla 8 se presentan algunos de los

resultados.
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Tabla 8: Resultados de algunos estudios que evaltan la actividad antioxidante de M. procera

Samples Antioxidant activity assays Antioxidant activity results References
DPPH scavenging activity ECso= 3.70 mg/mL
Aqueous . f |
extract of Reducing power 2.81 mg GAE/g of sample
dried sample Iqhibition of Lipid Peroxidation in Rat 109.5 nm of MDA/mg of
Liver Homogenate phenolics
Total phenolic Folin-Ciocalteu 10.2 mg/g (Puttaraju et
DPPH scavenging activity ECso= 3.70 mg/mL al., 2006)
Methanolic Reducing power 7.1 mg GAE/g of sample
extract of Inhibition of Lipid Peroxidation in Rat 187.5 nm of MDA/mg of
dried sample Liver Homogenate phenolics
Total phenolic Folin-Ciocalteu 6.0 mg/g
DPPH scavenging activity ECso= 6 mg/mL
Methanolic Reducing power ECs= 1,5 mg/mL
extract of [B-carotene bleaching inhibition ECso=4 mg/mL
freshsample | jnid peroxidation inhibition ECs=1.7 mg/mL
Total phenolic Folin-Citocalteu 19 mg GAE/g extract
DPPH scavenging activity ECso= 2.8 mg/mL
Methanolic Reducing power ECso= 1.32 mg/mL (Fernandes
extract of [B-carotene bleaching inhibition ECso=4 mg/mL etal,, 2014)
dried sample | inig peroxidation inhibition ECso= 7 mg/mL 7
Total phenolic Folin-Citocalteu 21 mg GAE/g extract
DPPH scavenging activity ECso= 4 mg/mL
Methanolic Reducing power ECso= 1.4 mg/mL
extract of [B-carotene bleaching inhibition ECso=8 mg/mL

frozen sample

Lipid peroxidation inhibition
Total phenolic Folin-Citocalteu

ECsp=3 mg/mL
15 mg GAE/qg extract
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1.6. Actividad antitumoral

1.6.1. Céncer

“Cancer” es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organismo. El cancer es una de las principales
causas de mortalidad en todo el mundo. En 2012 hubo unos 14 millones de nuevos
casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer, y se preve que el numero de
nuevos casos aumente en los proximos 20 afios aproximadamente un 70 %. En 2012, los
canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de pulmon,
préstata, colon y recto, estbmago e higado, mientras que en la mujer fueron los de
mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estomago. Aproximadamente un 30 % de
las muertes por cancer son debidas a cinco factores de riesgo conductuales y dietéticos:
indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de

actividad fisica, consumo de tabaco y de alcohol (WHO, 2015).

Se ha sugerido que a pesar de la variedad de tipos de cancer, el crecimiento
maligno es una manifestacion de seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular: la
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, la insensibilidad a las sefiales inhibidoras
del crecimiento, la evasion de la muerte celular programada (apoptosis), el potencial de
replicacion ilimitado, sostenida angiogénesis y la invasion de tejidos y metastasis
(Hanahan & Weinberg, 2000).

Hoy en dia, mas del 60% de los medicamentos contra el cancer provienen de
compuestos naturales o se derivan de ellos. Se sabe que los extractos de plantas pueden
mostrar efectos anticancerigenos interesantes en lineas celulares y modelos murinos,
produciendo efectos superiores en comparacién con compuestos naturales o sintéticos
puros. A pesar de este efecto notable, es dificil evaluar qué compuestos estan
interactuando con las células cancerosas o si este efecto se debe a la sinergia entre

diversos compuestos (Carocho & Ferreira, 2013b; da Rocha, 2001).
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1.6.2. Actividad antitumoral de Calendula officinalis L.

Diversos extractos de la hoja, flor y toda la planta de caléndula resultaron
citotoxicos para MRC5, Hep2 y células del tumor ascitico de Ehrlich in vitro. La
fraccion rica en saponinas de estos extractos mostré actividad antitumoral in vivo en el
modelo de carcinoma Ehrlich en ratones (Boucaudmaitre et al., 1988). La fraccion
soluble en n-butanol del extracto metandlico de las flores de caléndula también mostrd
actividad citotdxica in vitro. Los resultados revelaron que dos glucosidos triterpénicos,
aislados de esa fraccion, exhibieron sus efectos citotoxicos mas potentes contra el
cancer de colon, leucemia, y células de melanoma (Ukiya et al., 2006). El extracto
activado por laser de caléndula mostr6 una potente inhibicién de la proliferacion de
células tumorales in vitro (70-100 %), al ser ensayado en varias lineas de células
tumorales humanas y murinas. Los mecanismos de inhibicion fueron identificados como
la detencidn del ciclo celular en la fase GO/G1 y la apoptosis inducida por caspasa-3. El
extracto mostrd un efecto opuesto cuando se probd en linfocitos de sangre periférica
humana (PBLS) y en la linea celular natural killer (NKL), en el que se observé la
induccion de la proliferacién y activacion de estas células in vitro. La inyeccion
intraperitoneal o la administracion oral del extracto en ratones inhibié el crecimiento
tumoral in vivo de las células de melanoma Ando-2 y prolongd el dia de supervivencia
de los ratones (Jiménez-Medina et al., 2006). Se estudié la citotoxicidad de la infusidn
de caléncula en lineas celulares tumorales humanas: adenocarcinoma de cuello de utero
(HeLa), melanoma Fem-x, adenocarcinoma de pecho MDA-MB-361, carcinoma de
colon LS174 y células de leucemia mieloide crénica K562. Los resultados revelaron
selectividad dependiente de la dosis del efecto citotdxico, siendo mayor contra las
células Fem-x y pronunciado en las células de HeLa y K562. La infusion de caléndula
también mostrd una notable citotoxicidad frente a las células mononucleares de sangre
periféricas normales (PMBC) estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) y sin estimular
(Matic¢ et al., 2013).
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1.6.3. Actividad antitumoral de Mentha cervina L.
No se han encontrado estudios que evallen la actividad antitumoral de los
extractos de M. cervina.

1.6.4. Actividad antitumoral de Macrolepiota procera (Scop.) Singer

En un estudio fueron evaluados los efectos citotoxicos, antiproliferativos, y
antiapoptaticos de los extractos acuoso y etandlico de M. procera en lineas celulares de
cancer de mama (MCF-7), colon (COLO-205) y rifion (ACHN). El extracto etandlico
mostrd el efecto citotdxico mas alto en las 3 lineas celulares de cancer, especialmente
COLO-205. Los datos cientificos obtenidos hasta el momento mostraron que los
extractos acuosos tienen un efecto antiproliferativo irreversible notable en COLO-205
en comparacion con otras lineas celulares de cancer. Esta disminucion de la viabilidad
celular, los cambios morfologicos y caracteristicas apoptdticas observadas tras el
tratamiento con los extractos valido la propiedad anticancerosa (S. Arora et al., 2013).

Un estudio posterior sobre terapias complementarias y alternativas en el
tratamiento del cancer evalud los efectos antiproliferativos y citotoxicos del extracto
acuoso de M.procera en células epiteliales normales de rifidn (NRK-52E), comparando
con el fA&rmaco quimioterapico 5-fluorouracilo, mediante varios métodos. El ensayo de
citotoxicidad MTT reveld para M. procera un Glsp= 279,12 pg/L, mucho menor que el
farmaco; el ensayo de formacién de colonias mostré un efecto insignificante del
extracto en la proliferacion celular, comparada con el farmaco; y el extracto no mostré
dafio en el ADN de las células normales, ni en el ensayo de fragmentacion de ADN, ni
en el ensayo de apoptosis con tincion bromuro de etidio y naranja de acridina (S. Arora
etal., 2014).
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2.0BJETIVOS

Los objetivos de este proyecto han sido:

1) Caracterizar quimicamente y determinar la bioactividad (actividad
antioxidante y antitumoral) de infusiones y extractos metandlicos preparados
a partir de muestras comerciales de dos especies de plantas: Calendula
officinalis L. (flores) y Mentha cervina L. (hojas).

2) Caracterizar quimicamente los extractos y fracciones obtenidos a partir de
muestras silvestres de la seta Macrolepiota procera (Scop.) Singer (cuerpos

fructiferos).

Para lograr estos objetivos, se fijaron como objetivos particulares los siguientes:

a) Caracterizacion quimica y evaluacion de la bioactividad de C. officinalis y M.
cervina:

e Determinar el valor nutricional/valor energético y composicion quimica
(tocoferoles, azucares libres, acidos organicos y compuestos fendlicos) por
técnicas cromatograficas.

e Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos e
infusiones mediante ensayos in vitro: actividad captadora de radicales libres
(DPPH), poder reductor, inhibicién de la peroxidacion lipidica TBARS e
inhibicion de la decoloracion de B-caroteno.

e Evaluacion de la actividad antitumoral de los extractos metanolicos e
infusiones en cuatro lineas celulares tumorales humanas: MCF-7 (carcinoma
de mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmoén), HCT-15 (carcinoma de colon),
Hela (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular); y evaluacion
de la citotoxicidad en cultivos primarios de células de higado de cerdo (PLP2)

por el método de la sulforodamina B (SRB).
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b) Caracterizacion quimica de M. procera:

e Preparacion de extractos y fracciones utilizando disolventes de diferentes
polaridades: hexano, diclorometano, acetato de etilo, n-butanol, metanol y
agua.

e Caracterizacion quimica de cada extracto o fraccion utilizando métodos
espectroscopicos y cromatogréaficos: RMN, GC-MS, HPLC

e Aislamiento y purificacion de los compuestos presentes en los extractos o
fracciones utilizando métodos cromatogréficos preparativos.

e Identificacion de los compuestos presentes utilizando técnicas
espectroscdpicas: 1D y 2D RMN, MS, IR y UV; y comparacion con los

datos de la literatura.
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3.MATERIAL Y METODOS

3.1. Material de estudio

Las muestras de material vegetal se adquirieron de forma comercial. Los pétalos
de las flores de Calendula officinalis L. se obtuvieron de la empresa Soria Natural®,
empresa espafiola dedicada al mercado de la Medicina Natural desde 1982, ubicada en
Garray (Soria, Espafa), cuya actividad abarca desde el cultivo a la produccion de
productos naturales, cosméticos y alimentarios. Las hojas de Mentha cervina L. se
obtuvieron de la empresa Cantinho das Aromaticas®, empresa portuguesa dedicada al
cultivo biolégico y comercializacion de plantas arométicas desde 2002, ubicada en
Canidelo (Vila Nova de Gaia, Portugal). Ambas muestras vegetales secas,
comercializadas en bolsa, se trituraron y homogeneizaron, y se almacenaron en

desecador, protegidas de la luz, hasta su posterior analisis.

Los cuerpos fructiferos de M. procera se recolectaron en noviembre de 2011, en
el Nordeste de Portugal. Posteriormente, una vez limpios y cortados, se liofilizaron
empleando el equipamiento Ly-8-FM-ULE (Snijders, Holanda), se redujeron a polvo

(20 mesh), utilizando un molino, y se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior analisis.

Figura 7: Muestras de C. officinalis (izq.), M. cervina (centro) y M. procera (dcha.)
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3.2. Caracterizacion quimica y nutricional de C. officinalis y M.

cervina y ensayos de bioactividad

3.2.1. Patronesy reactivos
Los disolventes acetonitrilo, n-hexano y acetato de etilo empleados fueron de
pureza HPLC (Lab-Scan; Lisboa, Portugal). Los otros disolventes utilizados fueron de
grado analitico y fueron adquiridos en fuentes comunes. El agua desionizada fue
obtenida en un sistema de purificacion de agua Millipore Direct-Q (TGl Water Systems,
EUA).

Para los andlisis de micronutrientes y macronutrientes se emplearon mezclas de
patrones: andlisis de &cidos grasos, la mezcla contenia 37 ésteres metilicos de acidos
grasos (FAME) desde C4 hasta C24, (referencia 47885-U); analisis de tocoferoles,
mezcla de las isoformas a, B, y y 8; anélisis de azlcares mezcla de D(-)-fructosa, D(+)-
glucosa anhidra, D(+)-melecitosa monohidratada, D(+)-rafinosa pentahidratada, D(+)-
sacarosa, D(+)-trehalosa y D(+)-xilosa. Todos ellos adquiridos en Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA), asi como, la mezcla de patrones para el analisis

de &cidos organicos y el andlisis de compuestos fendlicos.

Para la evaluacién de la actividad antioxidante se utilizaron los patrones: 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Alfa Aesar; Ward Hill, MA), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromato-2-carboxilico (Trolox) y &cido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich; St.
Louis, MO, EUA).

Para la evaluacion de la actividad antitumoral y citotoxica se utilizaron las
siguientes soluciones: suero fetal bovino (SFB), L-glutamina, solucion salina de Hank’s
(HBSS), tripsina-EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético), aminoacidos esenciales (2
mM), penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100mg/mL, respectivamente) y medios de
cultivo RPMI-1640 y DMEM (Hyclone; Logan, Utah, EUA). También se utilizé acido
acetico, elipticina, sulforodamina B (SRB), azul tripano y tris[2-amino-2-(hidroximetil)
propano-1,3-diol)] (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA).
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3.2.2. Preparacion de extractos hidrometanolicos e infusiones

Para la preparacion de los extractos hidrometanolicos cada muestra (1 g) se
extrajo en una disolucion de metanol:agua 8:2 (v/v) (30 mL) en agitacion a temperatura
ambiente, durante 1 h, y posterior filtracion a traves de papel de filtro. Los residuos se
extrajeron con otros 30 mL siguiendo el procedimiento anterior, uniéndose ambos
extractos. Posteriormente se evaporo el disolvente de los extractos en un rotavapor a 40
°C (Buchi R-2010) y se redisolvieron en un volumen conocido de metanol:agua 8:2
(v/v) de forma que la concentracion final fuese de 20 mg/mL (solucién madre). A partir
de la solucién madre y mediante diluciones sucesivas con metanol:agua 8:2 (v/v), se
prepararon disoluciones de diferentes concentraciones para evaluar la actividad
antioxidante (10,0-0,01 mg/mL).

Para la preparacion de las infusiones cada muestra (1 g) se extrajo con 200 mL
de agua desionizada en ebullicion, reposando a temperatura ambiente durante 5 min y
posterior filtracion con papel de filtro. A partir de la disolucion madre de 5 mg/mL y
mediante diluciones sucesivas con agua desionizada, se prepararon disoluciones de

diferentes concentraciones para evaluar la actividad antioxidante (10,0-0,01 mg/mL).

Los extractos metandlicos y las infusiones restantes de hacer las disoluciones, se

congelaron y liofilizaron (Liofilizador Ly-8- FM-ULE).

3.2.3. Valor nutricional

Para estudiar el valor nutricional de las muestras se analizaron las proteinas, los
lipidos, los glucidos o carbohidratos y las cenizas siguiendo los métodos oficiales de
analisis de la AOAC (AOAC International, 1995). El contenido de proteinas totales (N
x 6,25) de las muestras secas se estim6 por el método macro-Kjeldahl, los lipidos se
determinaron por extraccion con éter de petr6leo de una masa conocida de muestra (3
g), usando un equipo de extraccion Soxhlet y el contenido de cenizas se determind por
incineracion a 660 +15 °C. Los carbohidratos se calcularon por diferencia (valores en
0/1009):

Carbohidratos (g/100g) = (100 — ( proteinas + lipidos + cenizas))

y la energia total se calculé usando la siguiente ecuacion (valores en g/100g):

Energia (kcal) = 4 X ( proteinas + gliucidos) + 9 X (lipidos)
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3.2.4. Analisis de fitoquimicos

a) Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos se determinaron a partir de los extractos metanolicos e
infusiones liofilizadas (apartado 3.2.2), mediante cromatografia liquida de alta
resolucion y detectores de diodos y de masas (HPLC-DAD-MS), segun el
procedimiento optimizado por el grupo de investigacion de Polifenoles de la USAL

(Guimaraes, Barros, Duefias, Carvalho, et al., 2013), ligeramente modificado.

Las muestras liofilizadas (10 mg) se redisolvieron en 2 mL de metanol,

filtrdndose, con discos de nylon 0,22 um (Millipore), a viales, antes de su inyeccion.

Los compuestos fenolicos se determinaron por HPLC (Hewlett-Packard 1100,
Agilent Technologies), sistema compuesto por bomba cuaternaria, y doble deteccion
online: detector de diodos (DAD), empleando longitudes de onda desde 280 hasta 370
nm y detector de masas con fuente de ionizacion por electrospray y analizador de
cuadrupolo (ESI-MS) (API 3200 Qtrap, Applied Biosystems). Para la separacion se
empled una columna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (4,6 x 150 mm, 3 um),
operando a 35 °C, y como fase movil una mezcla de (A) acido formico:agua (0,1 %) y
(B) acetonitrilo, con flujo 0,5 mL/min. El gradiente establecido fue 15% B hasta 5 min,
15-20 % B hasta 5 min, 20-25 % B mé&s 10 min, 25-35 % B mas 10 min, 35-50 % B mas
10 min y estabilizacion de la columna. Los compuestos fendlicos se identificaron
comparando su tiempo de retencidon, espectros de masas y de UV/VIS con los obtenidos
a partir de compuestos patrén cuando eran disponibles o, si no, comparando esos datos
con la informacion disponible en la literatura. El analisis cuantitativo, se realizd
mediante recta de calibracion, en base a la sefial UV, de los patrones comerciales o,

cuando no eran disponibles, de los de otros compuestos con el mismo grupo fendlico.

b) Azlcares

Los azlcares libres, de las muestras secas y de las infusiones, se determinaron
por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de indice de
refraccion (HPLC-RI), conforme a la metodologia descrita por el grupo de
investigacion del IPB (Guimardes et al., 2010).
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Las muestras secas (1 g), previa etapa de desgrasado, se enriquecieron con
melecitosa como patron interno (Pl, 25 mg/mL) y se extrajeron con etanol 80 % (40
mL) durante 1 h 30 min a 80 °C. La suspension resultante se centrifugd (centrifuga
Centorion K240R-2003) a 15000 g durante 10 min. El sobrenadante se concentro en
rotavapor a 60 °C, posteriormente se lavo 3x10 mL éter etilico y se volvid a concentrar
en rotavapor a 40 °C. El residuo solido final se disolvid en agua enrasando a 5 mL. Las
infusiones (soluciones madre o stock) se midieron directamente utilizando el método del
patron externo. Todas las muestras fueron filtradas con discos de nylon 0,22 um

(Millipore) a viales antes de su inyeccion.

Los azucares se determinaron por HPLC en un sistema integrado por bomba
(Knauer, sistema Smartline 1000), desgasificador (Smartline 5000), inyector automatico
(AS-2057 Jasco), detector de RI (Knauer Smartline 2300) y software Clarity 2.4
(DataApex). Se empled una columna cromatografica 100-5 NH, Eurospher (4,6 x 250
mm, 5 pum, Knauer) operando a 30 °C (horno Grace 7971 R) y como fase movil una
mezcla de acetonitrilo:agua desionizada 7:3 (v/v) con flujo de 1 mL/min. La
identificacion de los azlcares se realiz6 comparando los tiempos de retencién de los

picos de las muestras con patrones y la cuantificacion mediante linea de calibrado.

c) Acidos organicos

Los acidos organicos, de las muestras secas y de las infusiones liofilizadas, se
determinaron mediante cromatografia liquida ultra rapida con detector de fotodiodos
(UFLC-DAD), segun el procedimiento optimizado por el grupo de investigacion del
IPB (Pereira et al., 2013).

Las muestras secas (1 g) se extrajeron con acido metafosférico 4,5 % (25 mL),
en agitacion durante 15 min a T ambiente. Posteriormente se filtraron con papel de
filtro. Las infusiones liofilizadas (apartado 3.2.2) (1 g) se redisolvieron en 2 mL. Todas
las muestras fueron filtradas con discos de nylon de 0,20 um (Millipore), a viales, antes

de su inyeccion.

El anélisis se realizd6 mediante un cromatdgrafo Shimadzu 20A series UFLC
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) acoplado a un detector de fotodiodos empleando

preferentemente una longitud de onda de 215 nm. La separacion se llevo a cabo con una
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columna SphereClone (Phenomenex, Torrance, CA, USA) C18 de fase reversa (4,6
x250 mm, 5 um) operando a 35 °C y como fase movil se utilizé acido sulfurico (3,6
mM) con un flujo de 0,8 mL/min. Los acidos organicos se cuantificaron en funcion del

area de sus picos a 215 nm mediante rectas de calibrado de patrones comerciales.

d) Tocoferoles

Los tocoferoles, de las muestras secas y de las infusiones liofilizadas, se
determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de
fluorescencia (HPLC-Fluorescencia), siguiendo el procedimiento optimizado por el
grupo de investigacion del IPB (Barros et al., 2010).

A las muestras secas (500 mg) y a las infusiones liofilizadas (100 mg) se las
adicion6 100 pL de una disolucion de butil-hidroxitolueno en hexano (BHT,
antioxidante, 10 mg/mL) y 250 pL de una disolucion de tocol en hexano (PI, 50
pg/mL). Después se adicionaron 4 mL de metanol, homogeneizandose en el vortex
durante 1 min, y 4 mL de hexano agitandose nuevamente en el vortex durante 1 min.
Posteriormente se afiadieron 2 mL de una disolucion acuosa de cloruro de sodio
saturada, seguida de homogeneizacién en el vortex durante 1 min y centrifugacion (5
min, 4000 g, 10 °C). El sobrenadante se transfirio a un vial, previamente envuelto en
papel de aluminio. Las muestras fueron reextraidas dos veces més con hexano. Al
extracto final se le afiadié sulfato sodico anhidro y se evapord sobre corriente de
nitrégeno, posteriormente se redisolvié en 2 mL de hexano y se filtré con disco de

nylon de 0,20 um a un vial para su anélisis.

Para el analisis de tocoferoles se emple6 el mismo equipamiento que para el
andlisis de azucares, pero empleando un detector de fluorescencia (Jasco FP-2020,
Easton, MD, USA), programado para excitar a 290 nm y emitir a 330 nm. La separacion
se llevd a cabo con una columna cromatografica YMC Waters Polyamide Il (250 mm x
4,6 mm) en fase normal, operando a 30 °C, y como fase movil se empled una mezcla de
n-hexano:acetato de etilo 7:3 (v/v), con un flujo de 1 mL/min. Los compuestos se
identificaron por comparacion con patrones comerciales y se cuantificaron en base a las
rectas de calibracion de esos patrones empleando la técnica del patron interno (P,

tocol).
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e) Acidos grasos
Los &cidos grasos, de las muestras secas, después de su transesterificacion, se
determinaron por cromatografia gaseosa con deteccién de ionizacién de llama (GC-

FID), segun la metodologia descrita por (Barros et al., 2010).

La masa obtenida después de las extraccién Soxhlet (muestra seca desgrasada),
se mezclo con 5 mL de metanol:acido sulfurico:tolueno 2:1:1 (v/v/v), permaneciendo en
un bafio a 50 °C con agitacion de 160 rpm durante por lo menos 12 h. Seguidamente se
adicionaron 3 mL de agua desionizada con el objetivo de separar las diferentes fases. Se
recuperaron los FAMEs con 3 mL de éter agitando en el vortex, se eliminé el agua con

sulfato sddico anhidro y se filtro con disco de nylon de 0,20 um para un vial.

El andlisis de los &cidos grasos se realizd con un sistema GC modelo DANI
1000, equipado con detector FID y una columna de separacion Macherey Nagel (30 m x
0,32 mm x 0,25 um). El programa de temperatura del horno fue el siguiente: T inicial
50 °C durante 2 min; seguidamente se aumento la temperatura 30 °C/min hasta 125 °C, 5
°C/min hasta 160 °C, 20 °C/min hasta 180 °C, 3 °C/min hasta 200 °C y 20 °C/min hasta
220 °C, que se mantuvo durante 15 min. Como gas portador se empled hidrégeno con
un caudal de 4,0 mL/min. El perfil de &cidos grasos se obtuvo en base a los tiempos de
retencion de los picos de patrones de FAMEs y de las muestras. Los resultados se

expresan en porcentaje relativo de cada acido graso.
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3.2.5. Actividad antioxidante
Se evalud la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y de las
infusiones de C. officinalis y M. cervina empleando disoluciones de diferentes
concentraciones (apartado 3.2.2), mediante los ensayos que se describen a continuacién
y siguiendo la metodologia descrita por (Barros et al., 2010; Guimaraes et al., 2010). En

todos los ensayos se utilizé trolox como control.

a) Efecto captador de radicales libres (DPPH)

Este ensayo se desarroll6 empleando un lector de microplacas ELX800 (Bio-Tek
Instruments, Inc; Winooski, VT, EUA). Los extractos de diferentes concentraciones se
depositaron en las microplacas de 96 pocillos (30 pL), donde se adicionaron 270 L de
una disolucién metandlica de DPPH (6x10™ mol/L) (Figura 8). Después de un intervalo
de 60 min de incubacion, se midid la reduccion del radical DPPH a través de la lectura
de absorbancia a 515 nm.

La actividad captadora de radicales (RSA) se calcul6 en funcién del porcentaje

de la decoloracion de la disolucion de DPPH, segun la siguiente ecuacion:
% RSA = [(Apppn — As)/Apppn] % 100

Siendo Apppy la absorbancia de la disolucion de DPPH y Ag la absorbancia de la
disolucion en presencia de las diferentes concentraciones de muestra. Los resultados se
expresan en base a la concentracion de la muestra capaz de inhibir el 50 % de los
radicales DPPH (ECsp), que se calculd a partir del grafico de % RSA frente a la

concentracion del extracto.

b) Poder reductor

Este ensayo se desarrolld6 empleando el lector de microplacas descrito
anteriormente. Los extractos de diferentes concentraciones (500 pL), se mezclaron con
500 pL de tampon fosfato de sodio (200 mmol/L; pH 6,6) y 500 uL de ferricianuro de
potasio (0,1 % w/v). La mezcla se incubd a 50 °C durante 20 min. Pasado ese periodo se
adicionaron 500 pL de é&cido tricloroacético (10 % w/v). Las mezclas (800 pL) se
transfirieron a la microplaca de 48 pocillos, donde se adicionaron 800 pL de agua
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desionizada y 160 uL de cloruro de hierro (Figura 8). De la misma forma se prepararon
blancos con el disolvente de extraccion, agua o metanol:agua 8:2 (v/v). La absorbancia
se midi6 a 690 nm. Los resultados se expresan en base a la concentracion del extracto
que muestra el 0,5 de absorbancia (ECsp), que se calculd a partir del grafico de

absorbancia a 690 nm en frente a la concentracion del extracto.

Figura 8: Microplaca de 96 pocillos para la evaluacion de la actividad captadora de radicales libres
(DPPH) (izg.) y microplaca de 48 pocillos para la evaluacion del poder reductor.

c) Inhibicién de la decoloracién de g-caroteno

En primer lugar se preparé la solucién de B-caroteno disolviendo el B-caroteno
(2 mg) en cloroformo (10 mL). Se transifieron 2 mL de esta disolucion a un matraz
redondo donde se evapord el disolvente en el rotavapor a 40 °C. Después se adicionaron
acido linoleico (40 mg), Tween 80 (400 mg) y agua destilada (100 mL) y se agito
vigorosamente. Se transfirieron alicuotas (4,8 mL) de esta emulsion a tubos de ensayos
que contenian las diferentes concentraciones de los extractos e infusiones (0,2 mL), y
seguidamente se agitaron y se midié a tiempo cero la absorbancia a 470 nm
(espectrofotdbmetro AnalytikJena). Posteriormente se incubaron en bafio a 50 °C durante
2 h y pasado ese tiempo se determind nuevamente la absorbancia a 470 nm. De la
misma forma se prepararon blancos con el disolvente de extraccion, agua o
metanol:agua 8:2 (v/v). La inhibicién de la decoloracién de B-caroteno se calculo

utilizando la siguiente ecuacion:
%Decoloracion = (A470 después Zh/A47O inicial) x 100

Los resultados se expresan en base a la concentracién del extracto que muestra el
50 % de la capacidad antioxidante (ECsg), que se calculé a partir del grafico del

porcentaje de decoloracion frente a la concentracion del extracto.
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d) Inhibicidén de la peroxidacion lipidica utilizando sustancias reactivas

de &cido tiobarbiturico (TBARS)

Para la realizacion de este ensayo se empled tejido cerebral de cerdo (Sus
scrofa), que se homogeneiz6 en frio con tampon tris-HCI (20 mM; pH 7,4),
centrifugando (centrifuga refrigerada Centorion K240R) a 3000 g durante 10 min, con
el fin de producir un homogeneizado de tejido cerebral en proporcion 1:2 (w/v). Se
incubo una alicuota (100 uL) de sobrenadante con las diferentes concentraciones de los
extractos (200 L), en presencia de 100 pL FeSO,4 (10uM) y 100 L de &cido ascérbico
(0,1 mM) a 37 °C durante 1 h. La reaccion se finalizé con la adicion de 500 uL acido
tricloroacético (28 %, v/v), seguida de 380 pL de acido tiobarbitlrico (TBA, 2%, w/v) y
se calentd la mezcla a 80 °C durante 20 min. Después de centrifugarla a 3000 g durante
10 min, para eliminar el precipitado de proteinas, la intensidad de color del complejo
malonaldehido (MDA)-TBA del sobrenadante se midié a traves de su absorbancia a 532
nm. De la misma forma se prepararon blancos con el disolvente de extraccion, agua o
metanol:agua 8:2 (v/v) y con el tampon tris-HCI. El porcentaje de inhibicion de la

peroxidacion lipidica se calculé mediante la siguiente férmula:
% Inhibicién = [(A — B)/A] X 100

Donde A y B son la absorbancia del blanco y del extracto, respectivamente. Los
resultados se expresan en base a la concentracién del extracto que muestra el 50 % de la
inhibicién de la peroxidacion lipidica (ECso), que se calculd a partir del grafico del

porcentaje de inhibicion TBARS frente a la concentracion del extracto.
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3.2.6. Actividad antitumoral
Para evaluar la actividad antiproliferativa in vitro se seleccionaron cuatro lineas
celulares tumorales humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (cancer
de pulmédn), HeLa (carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular); y un
cultivo primario de células de higado de cerdo: PLP2 (porcine liver primary cell culture)

desarrollada en el laboratorio donde se realizaron los ensayos.

Los extractos metandlicos liofilizados preparados en el apartado 3.2.2 (8 mg) se
disolvieron en 1 mL de agua desionizada a fin de obtener una concentracién final de 8
mg/mL, mientras que las infusiones se midieron directamente (5 mg/mL). A partir de
estas disoluciones se realizaron diluciones sucesivas en las microplacas de 96 pocillos,
con las siguientes concentraciones para los extractos metanolicos: 400; 100; 25; 6,25 y
1,56 pg/mL; y para las infusiones: 250; 62,5; 15,625; 3,906 y 0,977 pug/mL. Se

realizaron por lo menos tres ensayos por duplicado para cada muestra.

Se empled el ensayo colorimétrico de la sulforodamina B (SRB) para determinar
la densidad celular al incubar las células con las diferentes concentraciones de las
muestras. Los resultados se expresan en base a la concentracion de muestra responsable
del 50% de la inhibicion del crecimiento celular (Glsp), que se calculd a partir del
grafico del porcentaje de inhibicion celular frente a la concentracion de la muestra. Se

empled elipticina como control positivo.

a) Actividad antiproliferativa en lineas celulares tumorales humanas

Las células se mantuvieron rutinariamente en un medio de cultivo para células
adherentes (RPMI-1640) conteniendo 10 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado por
calor y glutamina (2mM), a 37 °C en incubadora de aire humidificado conteniendo 5 %
de CO, (HF 151, Heal Force). (Guimardes et al., 2013). Todas las experiencias se
realizaron en ambiente aséptico en una camara de flujo laminar vertical (TLStar, AV-
30/70). Se retird el medio de cultivo de cada caja de cultivo con las respectivas lineas
celulares. Se adicioné el medio de lavado HBSS (2,0 mL) y después de retirarlo se
adiciono tripsina (8,0 mL). La caja de cultivo se coloco en la incubadora durante 3 min
para la desagregacion de las células y posteriormente se adiciond medio de cultivo (3,0
mL) para inactivar la tripsina. La suspension celular se transfirién a un tubo estéril y se

centrifugo (1200 rpm, 5 min). El sobrenadante se deshecho y las células se volvieron a

Aspectos quimicos y bioactivos de tres matrices naturales: Calendula officinalis L., Mentha cervina L.y
Macrolepiota procera (Scop.) Singer 47



Material y métodos

suspender en medio de cultivo. Se retiraron 50 pL de suspension y se adicionaron 50 pL

de azul de tripano para contar el numero de células en una cdmara Neubauer.

Cada linea celular se depositd con una densidad apropiada (7,5x10°
células/pocillo para MCF-7 y NCI-H460 o 1,0x10* células/pocillo para HeLa y HepG2)
en una microplaca de 96 pocillos. Se adicionaron 10 pL de cada concentracion de las
muestras en cada pocillo y 190 uL de la suspension celular anteriormente preparada.
Las microplacas se incubaron durante 48 h hasta el test de la sulforodamina B (SRB).
En este test, se adiciono a cada pocillo &cido tricloroacético frio (TCA, 10 %; 100 pL) y
se incub6 seguidamente durante 60 min a 4 °C. Las microplacas se lavaron con agua
destilada y se secaron. Se adicion0 a cada pocillo solucion de SRB (0,1 % en 1 % 4acido
acético; 100 pL). La microplaca se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavo con acido acético 1 % para eliminar el exceso de SRB y se seco.
Se adicion0 en cada pocillo Tris (10 mM, pH 7,4; 200 pL) y se agitd en un agitador de
microplacas (Stat Fax-2100), para solubilizar SRB. Se midié la absorbancia a 540 nm

en el lector de microplacas referido anteriormente.

b) Hepatotoxicidad en células no tumorales

Se prepard un cultivo de células primarias a partir de higado fresco de cerdo,
obtenido en un matadero, designada por PLP2, siguiendo el procedimiento descrito por
el grupo de investigacion del IPB, donde se incluye este trabajo (Abreu et al., 2011).
Los tejidos se lavaron en solucién salina de Hank, conteniendo 100 U/mL de penicilina
y 100 pg/mL estreptomicina, y divididos en explantes de 1x1 mm?®. Los explantes se
colocaron en cajas de cultivo con medio DMEM suplementado con SFB (10 %), 2 mM
de aminoacidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL estreptomicina, y
se incubaron a 37 °C. El medio de cultivo se cambid cada 2 dias, monitorizando con
microscopio invertido (Nikon Eclipse Ts 100). Las células se transfirieron a una
microplaca de 96 pocillos con una densidad de 1,0x10* células/pocillo, y cultivadas en
medio DMEM con SFB (10 %), 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL estreptomicina.
Las células se trataron con las diferentes concentraciones de muestra y se realizé el test

de SRB descrito anteriormente.
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3.2.7. Anadlisis estadistico
Para cada especie, fueron analizadas tres muestras y todos los ensayos fueron
realizados por triplicado. Los resultados fueron expresados en: valor medio + desviacion
estandar (SD) y se analizaron mediante la prueba t-Student, con el programa SPSS v.
20.
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3.3. Extraccidén, fraccionamiento, aislamiento e identificacion de

compuestos de M. procera

3.3.1. Patrones, reactivos, material y equipamiento
Los disolventes utilizados en estos procesos fueron hexano, diclorometano,
acetato de etilo, n-butanol, metanol y acetona (Carlo Erba Reagents Group), todos ellos
de grado analitico, excepto el hexano que fue purificado en el laboratorio. El agua
desionizada fue obtenida en un sistema de purificacion de agua Millipore Direct-Q (TGl
Water Systems, EUA).

Los extractos y fracciones se concentraron sobre presion reducida a temperatura
de 40 °C, excepto el butanol a 50 °C, en un rotavapor (Buchi R-210) con bafio calefactor
(modelo B-491) de la misma marca. El agua del extracto acuoso se elimin6é en un

liofilizador (modelo Lyoquest) de marca Telstar.

Para las cromatografias preparativas se empled, como fase estacionaria o
empaquetamiento de las columnas, gel de silice 60 granulado de 0,063-0,200 mm (70-
230 mesh ASTM) y gel de silice P60 granulado de 40-63 um (230-400 mesh) (Merck).
Para las cromatografias en capa fina (TLC), se emplearon placas de DC-Fotigfolien
ALUGRAM®Sil G/UV254, de 0,20 mm de anchura (Macherey-Nagel). Para el revelado
de las placas se empled una lampara ultravioleta Duo-UV-Source for thin-layer and
column cromatography (Desaga), a 254 y 366 nm, y también una disolucién de &cido
fosfomolibdico (10 %) en etanol de 96 ©°, las placas se rociaban con la disolucion y se
calentaban posteriormente en estufa a 100 °C. La cromatografia preparativa en capa fina
(PTLC) se desarroll6 en placa de vidrio de gel de silice 60 F254 (20 x 20 cm, 1 mm de
anchura) (Merck).

Para la elucidacion estructural de las sustancias aisladas se utilizaron los

siguientes equipamientos:

= Espectrometro de infrarrojos (Nicolect Impact 410) IR: Se prepararon pastillas
de KBr al 1 % (m/m) con la muestra. Los valores del nimero de onda de
méxima vibracion (vmsx) Se expresan en cm™,

= Espectrometro de resonancia magnética nuclear (Varian modelo Mercury Vx 400
MHz) RMN (Figura 9): Utilizado para la obtencion de los espectros de RMN de
'H (400 MHz), *3C (100 MHz), DEPT y COSY. Las muestras se solubilizaron
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en cloroformo deuterado (CDCI3), en metanol deuterado (CD3zOD) y en
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO) (Cambridge Isotope Laboratories). Como
referencia interna se utilizd la sefial del tetrametilsilano (TMS). Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) vy las
constantes de acoplamiento (J) en hercios (Hz).

= Cromatdgrafo de gases (Hewlett Packard 5890 Series 1) acoplado a detector de
masas (MSD Hewlett Packard 5972) GC/MS (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.
Identificacion por comparacion de los espectros de masas de los compuestos
utilizando la biblioteca Wiley WONO08 de espectros de masas del National
Institute of Standards and Technology (NIST).

= Espectros de masas de alta resolucion HRMS: Obtenidos mediante un
espectrometro de masas (Applied Biosystems QSTR XL), con modo de
ionizacion por electrospray a 5500 V y detector de cuadrupolo-tiempo de vuelo
ESI-Q-TOF en el Servicio General de Masas de la USAL. Los iones observados
se expresan segun su relacion m/z.

= Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (Waters 600) acoplado a detector de
fotodiodo array (Waters 2996) con inyector automatico (Waters 2707) HPLC
(Figura 9): Columna analitica Waters XTerra C18 MS 5 mm (4,6 x 150 mm) y
columna semipreparativa Waters XTerra C18 MS 5 mM (10 x 150 mm).

Figura 9: Espectrometro de resonancia magnética nuclear (izqg.), cromatégrafo de gases (centro) y
cromatdégrafo liquido de alta resolucion (dcha.)
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3.3.2. Obtencidn de extractos de M. procera
Los extractos de M. procera se obtuvieron por maceracion del material
liofilizado en diferentes disolventes, siguiendo la secuencia hexano, DCM, AcOEt,
MeOH y H,0, a temperatura ambiente y con agitacion constante. Posteriormente se
filtraron con embudo Bichner y se elimind el disolvente por evaporacion en el

rotavapor y en el caso del agua mediante liofilizacion (Figura 10).

Se realizaron dos extracciones: Extraccion |, preliminar, con 15,0 g de muestra,
donde se emplearon 300 mL de cada disolvente y Extraccién Il, con el resto de la
muestra 32,2 ¢, donde se emplearon 644 mL de cada disolvente realizandose la

extraccion por duplicado (2x644 mL) y reuniendo ambos extractos (Figura 11).

De esta forma se obtuvieron los extractos designados por E.Hexano, E.DCM,
E.AcOEt, E.MeOH y E.H-0, analizandose todos ellos por *H-RMN en cloroformo

deuterado y/o metanol deuterado, y los mas apolares también por CG-MS.

Figura 10: Maceracion de M. procera en disolventes y agitacion (izq.), filtracién a vacio (centro) y
eliminacion de agua por liofilizacién (dcha.).
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-
Cuerpo fructifero de M.
procera liofilizado

\
Hexano
~
Extracto de Hexano I Marco 1
E.Hexano
s Diclorometano

~
Extracto de Diclorometano I Marco II I
E.DCM

Acetato de Etilo

Extracto de Acetato de Etilo
E.AcOEt

~

I Marco 111 I

Metanol

Extracto de Metanol I Marco IV |
E.MeOH

Extracto de Agua
EHO

Figura 11: Esquema de extraccion para la obtencién de extractos de M. procera
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3.3.3. Extraccion de alcaloides de M.procera
A la muestra liofilizada se le realiz6 una extraccion de alcaloides con disolventes
orgénicos, AcOEt y n-BuOH, en medio &cido (Figura 12), obteniéndose los extractos
de alcaloides solubles en AcOEt (Al.A) y alcaloides solubles en n-BuOH (Al.B).

A la muestra (1 g) se adicion0 acido sulfarico (0,5 M; 50 mL), se agitd durante
30 min a temperatura ambiente y se filtr6. A la disolucién obtenida se le afadio
amoniaco concentrado (30 %) hasta pH >10, comprobandose con papel identificador, y
se llevo a un embudo de decantacion donde se extrajo con acetato de etilo (3x25 mL) y
después con butanol (3x25 mL). Las fases organicas se secaron con Na,SO, anhidro, se
filtraron y se evaporaron en el rotavapor, obteniéndose los extractos ALLA (0,971 g) y
Al.B (1,397 g), que se analizaron por *H-RMN y Al.A también por IR.

Cuerpo fructifero de A.
procera liofilizado

(1.002 g)

1. H,80,0,5M, 30 min, T ambiente, filtrar.
2. NH,OH concentrado hasta pH>10
3. Extraccion por particion con AcOEt

Fase organica Fase acuosa
AcOEt alcalina

Secar, filtrar y ) -
evaporar Extraccion por particion con n-BuOH

Alcaloides solubles
en AcOEt (ALA)
Fase organica Fase acuosa
AcOEt alcalina

(0.971¢g)

Secar, filtrary
evaporar

Alcaloides solubles
en n-BuOH (ALB)
(1,397¢)

Figura 12: Extraccion de alcaloides de M. procera en medio acido con disolventes organicos
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3.3.4. Extraccion y estudio del extracto metanolico (E.MeOH)

a) Acetilacion de E.MeOH y extraccion de compuestos acetilados

Para la reaccién de acetilacion, el extracto metandlico (E.MeOH; 500 mg) se
disolvio en 3 mL de piridina, y después se adicionaron 3 mL de anhidrido acético. Esta
reaccion tuvo lugar durante por lo menos 12 h, en oscuridad, agitacion eficaz,

temperatura ambiente (Bhan et al., 1988) (Figura 13).

O

o _ O _— ICIZ
n_od.n Piridina Tamb.> R-0""~ CHj

R-OH  + HaC-C" C~CH, Oscuridad 12 h

Figura 13: Esquema de la reaccion de acetilacion de alcoholes.

Después del periodo de reaccion, se adiciond hielo picado para hidrolizar el
exceso de anhidrido acético. Pasada 1 h, la mezcla se transfirio a un embudo de
decantacion donde los compuestos acetilados se extrajeron con AcOEt, lavandose la
fraccion organica sucesivamente con HCI 2 N (3x25 mL) y soluciones acuosas
saturadas de NaHCOj3; (3x25 mL) y NaCl hasta pH neutro (Figura 14). La fase organica
se secO con Na,SO, anhidro, se filtrd y se evapord obteniéndose el extracto metandlico
acetilado (E.MeOHacet.; 358 mg).

También se realizd la reextraccion de las aguas de lavado (Figura 14),
generadas en la extraccion anterior. La fase acuosa acida, con los compuestos basicos en
disolucion, se basificd hasta pH> 10 con NaOH 2 N y se extrajo con AcOEt (3x30 mL);
mientras que la fase acuosa basica, con los compuestos acidos en disolucion, se
acidificé hasta pH< 3 con HCI 2 N y se extrajo con AcOEt (3x30 mL). Ambas fases
organicas se secaron con Na,SO, anhidro, se filtraron y se evaporaron en el rotavapor,
obteniéndose los extractos: E.MeOH acetilado compuestos basicos, de las aguas de
extraccion, (E.MeOHacet.Bs; 8 mg) y E.MeOH acetilado compuestos acidos, de las
aguas de extraccion, (E.MeOHacet.Acs; 75 mg). Los extractos E.MeOHacet.,
E.MeOHacet.Bs y E.MeOHacet.Acs se analizaron por 'H-RMN en cloroformo
deuterado y por CG-MS.
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[ Compuestos acetilados ]

. Lavar HC1 2N x3

Fase orgdnica
AcOEt

NaHCO; sat/H,O x3

Fase organica
AcOEt

Fraccion acida

soluble en AcOEt
E.MeOHacet.

| Fase acuosa dcida

. NaOH 2N hasta pH=10
. AcOEt (3x)

1. Lavar con NaCl
hasta pH~7

2. Secar, filtrar y
evaporar

| Fase acuosa bdsica I I Fase acuosa |

1. HCI 2N hasta pH=3

2. AcOEt (3x)

Fase acuosa

Secar, filtrary
evaporar

Fase organica
Compuestos dcidos
E.MeOHacet.Acs

Secar, filtrar y
evaporar

Fase organica
Compuestos basicos
E.MeOHacet.Bs

Figura 14: Esquema de extraccién de compuestos acetilados con AcOEt y reextraccién de las fases

acuosas

b) Fraccionamiento del E.MeOH en AcOEt, BUOH y agua

El extracto metanodlico evaporado fue suspendido en agua y extraido

sucesivamente con disolventes, AcOEt y BUOH (Figura 15). Al extracto metandlico

(E.MeOH; 500 mg) se afiadié agua desionizada (50 mL) y se agitd vigorosamente. La

mezcla se llevo a un embudo de decantacion donde se extrajo con AcOEt (3x20 mL) y

posteriormente la fase acuosa resultante se extrajo con n-BuOH (3x20 mL). Las fases

organicas se secaron con Na,SO, anhidro, se filtraron y se evaporaron en el rotavapor,

obteniéndose los extractos: E.MeOHsol. AcOEt y E.MeOHsol.BUOH; mientras que la

fase acuosa se liofilizé obteniéndose el extracto: E.MeOHsol.H,O. Los extractos se

analizaron por *H-RMN en metanol deuterado.

Aspectos quimicos y bioactivos de tres matrices naturales: Calendula officinalis L., Mentha cervina L.y

Macrolepiota procera (Scop.) Singer

56



Material y métodos

Extracto metandlico de
M. procera

(500 mg)

1. Agua desionizada 50 mL, agitacion a T amb
2. Extracciones sucesivas por particion, de la fase
acuosa, con AcOEt y después con BuOH

Fase organica AcOEt Fase organica BuOH Fase acuosa
(19mg) (75 mg) (390mg)
E.MeOHsol. AcOEt E.MeOHsol.BuOH E.MeOHsol.H,0

Figura 15: Extractos obtenidos en el fraccionamiento del E.MeOH en AcOEt, BUOH y agua

> Acetilacion de E.MeOH soluble en n-BuOH (E.MeOHsol.BuOH)

Los compuestos solubles en BuOH del E.MeOH (E.MeOHsol.BuOH.; 75 mg) se
acetilaron, para su estudio, siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente
en el apartado 3.3.4.a); para ello se emplearon 500 pL de piridina y 500 pL de anhidrido
acetico. Los compuestos acetilados fueron extraidos con AcOEt y también se realizé la
reextraccion de las fases acuosas obtenidas. Se obtuvieron los extractos: E.MeOH
soluble en n-BuOH acetilado (E.MeOHsol.BuOHacet.; 65 mg); compuestos basicos,
de las aguas de extraccion, del E.MeOH soluble en BUuOH (E.MeOHsol.BuOHacet.Bs;
8 mq); y compuestos acidos, de las aguas de extraccién, del E.MeOH soluble en BuOH
(E. MeOHsol.BuOHacet.Acs; 21 mg). Los extractos se analizaron por *H-RMN en
metanol deuterado y por CG-MS.

c) Extraccion &cido-base del E.MeOH con n-BuOH

El extracto metanolico se fracciond mediante extraccion acido-base con el fin de
separar este tipo de compuestos (Figura 16). Al extracto metandlico (E.MeOH; 500
mg) se afiadio carbonato de sodio saturado en agua (50 mL) y se mantuvo en agitacion
efectiva durante 30 min. La mezcla se transfirié a un embudo de decantacion donde se
extrajo con n-BuOH (3x20 mL), afiadiendo disolucion acuosa saturada de NaCl para
resolver y lavar las fases. Posteriormente la fraccion acuosa se acidificod con acido
sulfurico (0,5 M) hasta pH<1 y se extrajo con n-BuOH (3x30 mL). Las fases organicas
se secaron con Na,SO, anhidro, se filtraron y se evaporaron en el rotavapor,
obteniéndose los extractos: E.MeOH-M1 (compuestos neutros y basicos solubles en n-
BuOH; 219 mg) y E.MeOH-M2 (compuestos acidos solubles en n-BuOH; 141 mg). De
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la misma forma, se repitié el proceso con 1,5 g de E.MeOH, obteniéndose E.MeOH-

M1’ (267 mg) y E.MeOH-M2’ (614 mg). Todos los extractos se analizaron por ‘H-

RMN en metanol deuterado.

Extracto metanolico de
M. procera

1. NayCOjsat/H,0, 30 min, T ambiente, agitacion.
2. n-BuOH x3 (Si es necesario NaCl para resolver las fases)

Fase organica F basi
BuOH ase acuosa bdsica
1. Lavar con NaCl 1. H,SO, diluido hasta pH acido
2. N-BuOH x3 (Si es necesario NaCl para resolver las fases)

2. Secar, filtrary 2.

evaporar

Compuestos neutros y
bésicos, solubles en BuOH

(M1)

(Compuestos neutros,
bdsicos y dcidos, solubles
en H,O

Fase orgénica
BuOH

] Fase acuosa

1. TLavar con NaCl
2. Secar, filtrary
evaporar

Compuestos dcidos,

solubles en BuOH
(M2)

Figura 16: Extraccion acido-base del E.MeOH de M.procera
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» Esterificacion de E.MeOH compuestos acidos solubles n-BuOH (E.MeOH-
M2)

Los compuestos acidos extraidos de E.MeOH se esterificaron, con el fin de
disminuir su polaridad y poder estudiarlos mejor. El extracto M2 (141 mg) se disolvio
en 10 mL de una mezcla de tolueno: metanol 3:2 (v/v) y después se adicionaron 2 mL
de trimetilsilildiazometano (TMSCHN;) como agente alquilante (Hashimoto et al.,

1981). Esta reaccion tuvo lugar durante 12 h a temperatura ambiente (Figura 17).

TMSCHN, .0
R-COOH » RCo—cp, * N2
Tolueno/Metanol

Figura 17: Esquema de la reaccién de esterificacion de acidos carboxilicos

Pasado ese tiempo, se evapordé el disolvente, obteniéndose el extracto M2
metilado (E.MeOH-M2met.). El extracto M2.met se analiz6 por ‘H-RMN en
cloroformo y metanol deuterado.

> Acetilacion de E.MeOH compuestos acidos solubles n-BuOH metilados
(E.MeOH-M2met.)

Los compuestos acidos metilados extraidos de E.MeOH (E.MeOH-M2met.; 77
mg) se acetilaron, para su estudio, siguiendo el mismo procedimiento explicado
anteriormente en el apartado 3.3.4.a; para ello se emplearon 500 pL de piridina y 500
puL de anhidrido acético. Los compuestos acetilados fueron extraidos con AcOEt y
también con n-BuOH. Se obtuvieron los extractos: Fraccion &cida soluble en AcOEt
(E.MeOH-M2met.acet.sol.A; 58 mg) y fraccién &cida soluble en n-BuOH (E.MeOH-
M2met.acet.sol.B; 130 mg). Ambos extractos se analizaron por 'H-RMN en
cloroformo y metanol deuterado y por CG-MS.
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d) Extraccién del E.MeOH con AcOEt

El extracto metandlico restante (6 g), fue macerado, a temperatura ambiente y
con agitacion, en 250 mL de AcOEt durante 48 h. Pasado ese tiempo se filtrd y evaporo
la disolucion obtenida. El solido filtrado se recuperé con MeOH reuniéndolo con la
parte insoluble y se evapord. De esta forma se obtuvieron dos fracciones: E.MeOH
soluble en AcOEt (E.M.sol.AcOEt; 0,246 g) y E.MeOH insoluble en ACcOEt
(E.M.insol.AcOETt; 5,827 g). Ambos extractos se analizaron por *H-RMN.

3.3.5. Fraccionamiento y aislamiento

a) Cromatografia del E.AcCOEt

El E.AcOEt obtenido en el apartado 3.3.2, se fracciond por cromatografia en
columna sobre gel de silice 60 en DCM. La muestra (176 mg) se disolvié en un mezcla
de DCM:MeOH vy se deposité en forma de papilla por no ser soluble en DCM. La
seleccidn del eluyente se hizo mediante el estudio por TLC del E.AcOEt. y consistio en:
DCM, DCM:ACcOEt (8:2), AcOEt y DCM:MeOH (7:3). Se recogieron 3 matraces de
100 mL y 40 tubos de aproximadamente 25 mL. Las fracciones se reunieron, segun su
semejanza de los perfiles cromatografico y espectral observados por TLC y por ‘H-
RMN.

b) Cromatografia del E.MeOH soluble en AcOEt (E.M.A.)

Los extractos solubles en AcOEt: E.MeOHsol.AcOEt, E.M.sol.AcOEt y
E.AcOEt-F.32-34, se reunieron, denominandolos a partir de ahora como E.M.A (329
m), y se fraccionaron por cromatografia en columna sobre gel de silice P60 en DCM.
La muestra se disolvié en un mezcla de DCM:MeOH vy se deposito en forma de papilla
por no ser soluble en DCM. La seleccidn del eluyente se hizo mediante el estudio por
TLC de la muestra y consistié en: DCM, DCM:AcOEt (1:1), DCM:MeOH (95:5), (9:1),
(8:2), (7:3), (1:1), acetona y MeOH. Se recogieron 9 matraces de 100 mL, 56 tubos de
aproximadamente 25 mL y 2 matraces de 250 mL. Las fracciones se reunieron segln su

semejanza, del perfil cromatografico observado por TLC y por *H-RMN.
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c) PTLC de E.M.A.T.37-46

La fraccion, que reunia a los tubos 37 a 46 de la cromatografia anterior,
E.M.A.T.37-46 (68 mg), se someti0 a cromatografia preparativa en capa fina (PTLC)
usando como eluyente DCM:AcOEt:MeOH (3:4:3). Se efectuaron dos eluciones
sucesivas, obteniéndose 8 fracciones, designadas por E.M.A.T.37-46pr.A a H, de menor
a mayor polaridad: H, D, C, F, B, E, A 'y G. Las fracciones se marcaron empleando una
lampara UV, se rascaron y se eluyeron con MeOH (2x20 mL), asegurdndose por pesada
de la correcta extraccion y teniendo en cuenta que pueden extraerse pequefias cantidades

de silice (Figura 18).

I Vel —

Figura 18: PTLC de E.M.A.T.37-46 revelado a 254 nm (izq.), a 366 nm (centro) y rascado (dcha.).

d) Extraccién acido —base de fracciones del E.M.A.

Se reunieron las 4 fracciones E.M.A.T.47-49, E.M.A.T.50-56, E.M.A.T.37-
46pr.C y E.M.A.T.37-46pr.H; y se fraccionaron mediante extracciones acido-base con
AcOEt y n-BuOH. A la mezcla de fracciones (47 mg) se adicionaron 100 mL de AcOEt
y fue extraida con NaOH (2 N; 3x20 mL), reservando la fase organica (F.Org.AcOEt-
Comp.neutros; 10 mg). La fase acuosa resultante fue extraida con n-BuOH (3x20 mL),
reservando la fase organica (F.Org.BuOH-Comp.neutros; 293 mg). Finalmente la fase
acuosa resultante, de esta segunda extraccion, se acidifico con HCI (2 N) hasta pH<3 y
fue extraida con AcOEt (3x20 mL) (F.Org.AcOEt-Comp.acidos; 10 mg). Las fases
organicas se lavaron con una disolucion saturada de NaCl, se secaron con Na,SO, y se

evaporaron. También se analizaron por *H-RMN.
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e) HPLC semipreparativa del E.M.insol. AcOEt

El extracto metandlico insoluble en AcOEt (E.M.insol.AcOEt) obtenido en el
apartado 3.3.4.d), se fracciond6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién
semipreparativa (HPLC semipreparativa), haciendo un estudio previo en HPLC analitica

para optimizar las condiciones de trabajo.

Se realizaron dos cromatografias, en cada una, 100 mg de E.M.insol.AcOEt
disueltos en 2 mL de MeOH y 1 mL de agua y filtrados previa inyeccién manual. Como
fase movil se empled una mezcla de (A) acetonitrilo y (B) agua, con flujo 5 mL/min,
operando a temperatura ambiente. El gradiente establecido fue 50 % A hasta 5 min, 50-
100 % A hasta 15 min, 100 % A hasta 35 min, 100-50 % A hasta 38 min y 50 % A
hasta el final. Se recogieron, por cada cromatografia, 40 tubos (1 tubo/min; 0-40 min) y
un matraz de 50 mL (41-50 min) correspondientes a los minutos del cromatograma.

Posteriormente algunas fracciones se analizaron por *H-RMN.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion quimica y nutricional de C. officinalis y M.

cervina y ensayos de bioactividad

4.1.1. Valor nutricional
Los resultados del estudio del valor nutricional (proteinas, lipidos, glucidos y
cenizas) y del valor energético obtenido, en la planta seca e infusiones de C. officinalis
y M. cervina, se muestran en la Tabla 9.
Tabla 9: Composicién nutricional y valor energético de las plantas secas y de las infusiones de C.

officinalis y M. cervina. En cada linea, p-value<0,05 significa diferencias significativas en los
resultados, (mediatSD).

Planta Infusion de la planta
Prueba Prueba
C. officinalis M. cervina t-Student C. officinalis M. cervina t-Student

(p-valor) (p-valor)
Cenizas
(/100 g dw) 1421 69+01  <0,001 np np )
Proteinas
(/100 g dw) 24+05  59+02 <0001 ; ) ]
Grasas
(9/100 g dw) 55£02 14£01 <0,001 ] ) ]
Carbohidratos 78 +2 85,8+0,2 <0,001 0,038 +0,003 0,048 + 0,003 0,012
(9/100 g dw)
Energia
(callo0gdw) ~373%6 379202 0075 015£001 019001 0012

np = No realizado. dw = Peso seco. El valor de carbohidratos y de energia en las infusiones se expresa
por 100 mL de infusidn.

Los carbohidratos o glacidos calculados fueron los macronutrientes mas
abundantes en ambas plantas, y los Unicos analizados en las infusiones porque son
practicamente los Unicos compuestos que contribuyen para el valor energético de las
mismas; siendo los valores superiores para M. cervina, tanto en las infusiones (0,05
9/100 mL) como en la planta seca (86 g/100 g). También los niveles mas altos de
proteinas fueron para M. cervina (6 g/100 g), mientras que C. officinalis presentd mayor

contenido en cenizas y en grasas (14 g/100 g y 6 g/100g, respectivamente).
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El valor energético calculado para las plantas secas (376 g/100 g, de media), no
mostro diferencias significativas entre C. officinalis y M. cervina (p>0,05), mientras que

para las infusiones fue mayor para M. cervina (0,19 g/100 mL).

Ambas plantas revelaron elevado poder nutricional con una baja contribucion
energética. En la literatura, no se han encontrado datos sobre el valor nutricional de
estas plantas, aunque en el caso de la caléndula si que se ha encontrado informacién

sobre su composicion como ingrediente cosmético (Andersen et al., 2010).
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4.1.2. Caracterizacion de compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos encontrados en C. officinalis y M. cervina, infusiones
y extractos hidrometandlicos estan listados en las Tablas 10, 11 y 12, y sus perfiles
HPLC pueden observarse en la Figura 19. El estudio de las muestras presentaron
perfiles completamente diferentes; C. officinalis presento trece compuestos diferentes,
principalmente flavonoles glicosilados, mientras que M. cervina presentd once
compuestos, principalmente derivados de cafeoilo (dimeros, trimeros y tetrameros del
acido cafeico). En la literatura, la informacion relacionada con la composicion fenodlica

de C. officinalis y M. cervina es muy escasa.

El perfil fenélico de C. officinalis presentd dos acidos fenélicos (compuestos 1€
y 2%) y once derivados de flavonoles (compuestos 3°-13%). Acido 5-O-cafeoilquinico
(4cido clorogénico, compuesto 2%), quercetina-3-O-rutinésido (compuesto 4°),
isoramnetina-3-O-rutinésido ~ (compuesto  11%) vy isoramnetina-3-O-glucésido
(compuesto 12°), se identificaron positivamente de acuerdo con sus tiempos de
retencion, masa y caracteristicas UV-vis por comparacién con patrones comerciales.
Los compuestos 2%, 4% y 11€ han sido descritos por otros autores en infusiones y
decocciones de caléndula (Mati¢ et al., 2013) y en hojas de caléndula (Olennikov &
Kashchenko, 2014). El compuesto 1€ ([M-H] a m/z 341) se identific6 como un

derivado hexdsido del acido cafeico.

Los restantes compuestos fendlicos correspondian con derivados del flavonol, a
partir de quercetina (Amax alrededor de 350 nm, fragmento MS? a m/z 301), canferol
(Amax alrededor de 348 nm, fragmento MS?a m/z 285) e isoramnetina (Amax @ 354 nm,
fragmento MS?a m/z 315) (Tabla 10). Los compuestos 3° ([M-H] a m/z 755), 5 ([M-
H]" a m/iz 739) y 6 ([M-H]" a m/z 769), deben corresponderse con derivados de
quercetina, canferol e isoramnetina que incluyen dos residuos desoxihexosilo y uno
hexosilo. El hecho de que solo se liber6 un fragmento MS? correspondiente a la
aglicona sugiere que los tres azlcares constituyen un trisacarido. Compuestos similares
se han descrito en infusiones y decocciones de caléndula por (Mati¢ et al., 2013), siendo
identificados como manghaslin (quercetina 3-O-2G-ramnosilrutinosa) y typhaneoside
(isoramnetina 3-O-2G-ramnosilrutinosa), los cuales corresponden a los compuestos 3¢
y 6° respectivamente. Los compuestos 7€ y 8 corresponden a derivados de quercetina,
en los cuales el pico 7 present6 un ion pseudomolecular [M-H] a m/z 595, liberando un

fragmento MS? a m/z 301 ([M-H-132-162]", pérdida de resto pentosilo y hexosilo); este
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compuesto se identifico tentativamente como quercetina-O-pentosilhexosa. El
compuesto 8% ([M-H] a m/z 651) presentd 42 u (residuo acetilo) mas que el compuesto
4%, por lo que se asigné tentativamente como quercetin-O-acetildesoxyhexosilhexosa.
El compuesto 9 ([M-H] a m/z 623) se correspondi6 con isoramnetina-O-desoxihexosil
hexosa, el cual difiere del compuesto 11€ (isoramnetin 3-O-glucosa) en el tipo de
azucar o en la posicién de sustitucion. Por lo que sabemos, estos compuestos no han

sido descritos con anterioridad en muestras de caléndula.

Los compuestos 10 y 13 presentaron un ién pseudomolecular [M-H] a m/z
505 y 519 liberando un fragmento MS® a m/z 301 (quercetina) y a m/z 301
(isoramnetina), respectivamente, perdiendo un residuo de acetilhexosa ([M-H-42-162]).
Un compuesto similar al pico 13 ha sido descrito en infusiones y decocciones de
caléndula (Mati¢ et al., 2013), isoramnetina 3-O-acetilglucosa, y por tanto, este supuesto
se ha empleado para identificar el compuesto de nuestra muestra. (Olennikov &
Kashchenko, 2014), identificaron quercetina-3-O-(6’’-acetil)-p-D-glucosa en hojas de
calendula, y esta identificacion puede asumirse tentativamente para el compuesto 10°.

Isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa (compuesto 6%) fue el flavonoide mas
abundante presente en caléndula, lo cual esta de acuerdo con los resultados reportados
por (Mati¢ et al., 2013). (Olennikov & Kashchenko, 2014) describieron isoquercetina y

acido clorogénico como los compuestos mas abundantes en hojas de C. officinalis.

Como se menciona anteriormente, M. cervina presentd derivados del cafeoilo
(dimeros, trimeros y tetrameros del acido cafeico). Acido cafeico (compuesto 2™) y
4cido trans rosmarinico (compuesto 9"), se identificaron positivamente seglin sus
tiempos de retencion, caracteristicas UV-vis y de masas por comparacion con patrones
comerciales. EI compuesto 5" (m/z a 521) dio un fragmento a m/z 359 (4cido
rosmarinico) de la pérdida de 162 mu (residuo de hexosa), asi como otros fragmentos
idénticos a aquellos observados en el compuesto 9™, lo que permite la identificacion
tentativa como hexésido del &cido rosmarinico. Ademas, el compuesto 8V con
caracteristicas similares al compuesto 9, se identificé tentativamente como el isémero
cis del 4cido rosmarinico. EI compuesto 1™ ([M-H]" a m/z 433) se asigné como un
derivado del &cido cafeico basandose en las caracteristicas de los iones de los

fragmentos a m/z 179 [&cido cafeico-H] y 135 [4cido cafeico-CO,-H]". Sin embargo,
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ninguna estructura definida se podria corresponder con el ion molecular del compuesto,

por lo que permanece nombrado como derivado del &cido cafeico.

El compuesto 3™ presento un ién pseudomolecular [M-H] a m/z 537, UV,
espectro y patron de fragmentacion coherente con el trimero del &cido cafeico, acido
litospérmico A. Este compuesto puede perder facilmente el grupo 8’’-carboxilo (-44 u)
liberando un fragmento a m/z 493 que después se descompone en los fragmentos i6nicos
a m/z 313 y 295. Los &cidos salvianolicos H/I, con el mismo peso molecular que el
acido litospérmico A, se descartaron como posibles identificaciones porque presentan
patrones de fragmentacion bastante diferentes (Ruan et al., 2012). EI &cido litospérmico
A se esperaria que eluyese mas tarde que el &cido rosmarinico (Chen et al., 2011),
mientras que el compuesto 3™ podria corresponder a un isémero del 4cido litospérmico
A, compuesto similar que ya ha sido descrito por el grupo de investigacion en una
muestra de Melissa officinalis (Barros et al., 2013). Los compuestos 4™y 6™ ((IM—H] a
m/z 539) presentaron el mismo ién pseudomolecular y se identificaron como isdbmeros
del &cido yunaneico D, basandose en sus caracteristicas UV y de masas segun lo
reportado por (Chen et al., 2011) en las partes aéreas de Salvia miltiorrhiza. El
compuesto 7™ mostré un ién pseudomolecular [M-H]" a m/z 719 y un fragmento
mayoritario MS® a m/z 359 que corresponderia a [M-2H]?; esta masa caracteristica
coincidio con la del acido sagerinico, un dimero del &cido rosmarinico, que ha sido
publicado por el grupo de investigacion en otras muestras de plantas (Barros et al.,
2013; Martins et al., 2015). Los compuestos 10 y 11™ también presentan el mismo i6n
pseudomolecular [M-H] a m/z 493, que junto con los fragmentos iGnicos caracteristicos
am/z 313,295y 197 (Chen et al., 2011; Ruan et al., 2012) y el espectro UV permitieron

asignarlo como &cido salviandlico A.

El 4cido rosmarinico (compuesto 9™) fue el compuesto fendlico més abundante
en M. cervina y, por lo que sabemos, no se ha reportado previamente la composicion

fenodlica individual de esta especie.
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Tabla 10: Tiempos de retencion (t;), longitudes de onda de maxima absorcion (hyax), datos del espectro de masas e identificacion de los compuestos fendlicos en
infusiones y extractos hidrometandlicos de C. officinalis.

t, Amax lon molecular MS? o _
Compuesto ) Identificacion (Tentativa)

(min)  (nm) [M-H] (m/z)  (m/2)

Calendula officinalis

1© 7,0 320 341 179(100),161(3),135(40) (Hexosido del &cido cafeico)
2¢ 7,6 328 353 191(100),179(8),173(6),161(11),135(3) Acido 5-O-cafeoilquinico
3¢ 15,1 350 755 301(100) (Quercetina-3-O-ramnosilrutinosa)
4° 16,7 354 609 301(100) Quercetina-3-O-rutinosa
5¢ 17,1 348 739 285(100) (Kaempferol-O-ramnosilrutinosa)
6° 17,5 356 769 315(100),300(10) (Isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa)
7¢ 18,3 350 595 301(100) (Quercetina-O-pentosilhexosa)
8¢ 18,5 350 651 609(5),301(50) (Quercetina-3-0-(6""-0O-acetil)-glucosa)
Q¢ 196 356 623 315(100),300(18) (Isoramnetina desoxihexosil hexosa)
10°¢ 21,2 356 505 301(65) (Quercetina-O-acetilhexosa)
11°¢ 22,7 356 623 315(100),300(10) Isoramnetina-3-O-rutinosa
12¢ 24,2 354 477 315(100),300(15) Isoramnetina-3-O-glucosa
13°¢ 26,9 354 519 315(100),300(37) (Isoramnetina 3-O-acetilglucosa)
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Tabla 11: Tiempos de retencion (t;), longitudes de onda de maxima absorcion (Ayay), datos del espectro de masas e identificacion de compuestos fenolicos en
infusiones y extractos hidrometandlicos de M. cervina.

t, Amax lon molecular MS? o )
Compueto ) Identificacion (Tentativa)

(min)  (nm) [M-H] (m/z)  (m/2)

Mentha cervina

i 47 282 433 235(100),197(25),179(17),135(6) (Derivado del &cido cafeico)
2M 10,7 324 179 135(100) Acido cafeico
3M 154 326 537 493(59),339(100),313(21),295(37),269(14),229(8),197(33),179(22), 135(24) (Isbmero del &cido litospérmico A)
4M 16,6  272,324sh 539 495(13),359(21),297(100),279(64),197(34),179(36),161(34),135(18) (Isbmero del &cido yunaneico D)
5M 18,2 322 521 359(100),197(21),179(34),161(73),135(15) (Hexdésido del &cido rosmarinico)
6™ 18,5  274,324sh 539 495(44),359(28),297(100),279(11),197(33),179(31),161(84),135(16) (Isbmero acido yunaneico D)
™ 20,0 276 719 539(12),521(10),359(65)197(6),179(8),161(17),135(3) (Acido sagerinico)
gM 22,4 328 359 197(22),179(27),161(100),135(14) (Acido isorosmarinico)
oM 23,3 328 359 197(30),179(54),161(100),135(7) Acido rosmarinico
10M 26,7 326 493 359(85),313(9),295(71),269(8),197(33),179(44),161(100),135(90) (Acido salviandlico A)
1M 316 324 493 359(84),313(13),295(58),269(7),197(31),179(41),161(91),135(86) (Acido salviandlico A)
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Table 12: Cuantificacion de los compuestos fendlicos de Calendula officinalis y Mentha cervina en infusiones (ug/100 mL) y en extractos hidrometanolicos (mg/100 g

extracto). (mediaxSD)

Calendula officinalis

Mentha cervina

Compuestos Infusién E_xtracto . Compuestos Infusién E_xtracto -
hidrometandlico hidrometandlico
Hex6sido del &cido cafeico 41+1 6,41 +0.02 Derivado del 4cido cafeico 104 +2 16,1+0.2
Acido 5-O-cafeoilquinico 149 +3 33,32+ 0.01 Acido cafeico 96 +1 23+2
Quercetina-3-O-ramnosilrutinosa 134+3 28,58 + 0.04 Isdbmero del acido litospérmico A 162+16 10=+1
Quercetina-3-O-rutinosa 95+3 22+1 Isémero del &cido yunaneico D 262+ 8 31+3
Kaempferol-O-ramnosilrutinosa 59+6 10,0+0.4 Hexosido del acido rosmarinico 195+1 305
Isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa 1547 +9 3058 Isdbmero del &cido yunaneico D 295+ 15 30,2+£04
Quercetina-O-pentosilhexosa 34+1 8,0+0.1 Acido sagerinico 3337 42+1
Quercetina-3-0O-(6""-acetil)-glucosa 23+2 38+0.1 Acido cis-rosmarinico 441 £ 25 68 +4
Isoramnetina desoxihexosil hexosa 316 +8 66,5+ 0.4 Acido trans-rosmarinico 3224 + 88 754 +2
Quercetina-O-acetilhexosa 1025 201 Acido salvianélico A 312 271
Isoramnetina-3-O-rutinosa 1408 + 11 288 +1 Acido salvianélico A 234 +£23 23+1
Isoramnetina-3-O-glucosa 111+3 18+1
Isoramnetina 3-O-acetilglucosa 3344 51+2
Total &cidos fendlicos 190 £ 2 39,73 £0.02 5376 + 88 1053+ 13
Total flavonoides 4161 +19 821+9 nd nd
Total compuestos fendlicos 4351 +19 861+9 5376 + 88 1053+ 13

nd: no detectado
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Figura 19: Perfil fenolico de C. officinalis registrado a 370 nm (izq.) y estructura de los compuestos mayoritarios (dcha.),
compuesto 6° (isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa) y compuesto 11° (isoramnetina-3-O-rutinosa)
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Figura 20: Perfil fenolico de M. cervina registrado a 280 nm, (izg.) y estructura de los compuestos mayoritarios (dcha.),
compuesto 9M (acido trans-rosmarinico) y compuesto 8M (acido cis-rosmarinico)
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4.1.3. Caracterizacién de azucares, acidos organicos, tocoferoles y acidos
grasos

En la literatura, la informacion relacionada con la caracterizacion de azucares,

acidos organicos, tocoferoles y &cidos grasos de C. officinalis es muy escasa, si que hay
un estudio sobre su composicion en polisacaridos solubles en agua (Korzh et al., 2012),
e informacion general sobre su composicién quimica como ingrediente cosmético
(Andersen et al., 2010). En el caso de M. cervina, no se ha encontrado informacion
sobre su caracterizacion quimica, solo hay informacién sobre la caracterizacion de su

aceite esencial (Gongalves et al., 2007).

Los resultados relativos a la composicion quimica en azlcares, acidos organicos
y tocoferoles, de las dos especies de plantas en estudio, C. officinalis y M. cervina, y de

sus respectivas infusiones, se presentan en la Tabla 13.

Se identificaron en C. officinalis cinco azUcares libres (xilosa, fructosa, glucosa
sacarosa y trehalosa) y en M. cervina cuatro, ya que no se encontro xilosa. C. officinalis
presentd niveles mas altos de fructosa (5 g/100 g, planta; 19 mg/100 mL infusion),
sacarosa (4 g/100 g, planta; 14 mg/100 mL infusion), y azucares totales (12 g/100 g,
planta; 49 mg/100 mL infusién), mientras que M. cervina presentd mayores niveles de
glucosa (4 g/100 g, planta; 16 mg/100 mL infusion), tanto en las plantas secas como en
las infusiones. En las muestras de plantas no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) en la composicion de trehalosa (0,6 g/100 g de media, planta), aunque en la

infusion de M. cervina no se detecto este azUcar.

Se identificaron, cinco &cidos organicos (acido oxalico, acido quinico, acido
malico, acido citrico y acido fumarico) en C. officinalis y M. cervina. La mayor
cantidad de &cidos organicos se encontr6 para C. officinalis (2830 mg/100 g, planta; 3,0
mg/100 mL infusién), siendo el acido citrico el mayoritario (963 mg /100 g, planta; 2,6
mg/100 mL infusion). En las infusiones solo se detectaron acido oxalico, acido citrico y
acido fumarico en la caléndula y acido citrico en la menta (0,8 mg/100 mL),
probablemente debido a la degradacion de algunos acidos organicos por el calor en el

proceso de preparacion de las infusiones.
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En el analisis de tocoferoles, C. officinalis presento tres isoformas (o, B y v),
mientras que M. cervina so6lo presentd dos (a y 8). En las infusiones s6lo de detectd a-
tocoferol, que puede deberse a la oxidacién de los tocoferoles inducida por el calor
durante el proceso de preparacion de las infusiones. La mayor concentracion total de
tocoferoles se encontr6 para C. officinalis (23 mg/100 g, planta; 0,9 pg/100 mL,
infusion), siendo a-tocoferol el mayoritario en todas las muestras (19 mg/100 g,
caléndula planta; 2 mg/100 mL, menta planta), y la isoforma con mayor actividad
antioxidante (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996).
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Tabla 13: Composicion de azUcares, acidos organicos y tocoferoles de las plantas y de las infusiones de C. officinalis y M. cervina. En cada linea, p-valor<0,05

significa diferencias significativas en los resultados, (media+SD).

Planta Infusién

C. officinalis M. cervina Pruta(z?vzlsc)tsdent C. officinalis M. cervina Prue(tif\;[j;lrj)dent
Azlcares (9/100 g) (9/100 g) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
Xilosa 1,70 £ 0.02 nd - nd nd -
Fructosa 47+0.3 33+0,1 <0,001 19+1 12+1 <0,001
Glucosa 08+0.1 35+0,1 <0,001 71 161 <0,001
Sacarosa 39%0.1 2,13+0,04 <0,001 14+1 101 0,022
Trehalosa 0601 0,65+ 0,01 0,248 9+1 nd -
Suma 11,7+ 0.2 9,66 + 0,01 <0,001 49+1 38+5 0,012
Acidos organicos (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
Acido oxalico 7187 275+2 <0,001 0,35+0,01 tr -
Acido quinico 392+3 54 +2 <0,001 tr tr -
Acido malico 743+ 15 144 +2 <0,001 tr tr -
Acido citrico 963 + 23 226 7 <0,001 2,64 £ 0,05 0,82 £ 0,02 <0,001
Acido fumérico 136+0,3 0,46 + 0,01 <0,001 0,04 + 0,00 tr -
Suma 2830 + 12 700 +5 <0,001 3,02 +0,04 0,82 + 0,02 <0,001
nd: no detectato; tr: trazas
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Tabla 13 (continuacién): Composicion de azucares, acidos organicos y tocoferoles de las plantas y de las infusiones de C. officinalis y M. cervina. En cada linea, p-
valor<0,05 significa diferencias significativas en los resultados, (media+SD).

Planta Infusion
C. officinalis M. cervina Pruebat-Student C. officinalis M. cervina Prueba t-Student
(p-valor) (p-valor)

Tocoferoles (mg/100 g) (mg/100 g) (1Mg/100 mL) (1ug/100 mL)
a-Tocoferol 19,40 £ 0,01 1,94+ 0,04 <0,001 0,881 + 0,001 0,143 £ 0,003 <0,001
B-Tocoferol 1,48 + 0,08 nd - nd nd -
v-Tocoferol 2,45+ 0,06 nd - nd nd -
d-Tocoferol nd 0,050 £ 0,001 - nd nd -
Suma 23,33+0,01 1,99 + 0,04 <0,001 0,881 + 0,001 0,143 + 0,003 <0,001

nd: no detectado
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Los resultados de la composicion de acidos grasos, acidos grasos saturados
(SFA), éacidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) de las plantas secas de C. officinalis y M. cervina se presenta en la Tabla 14.
Tabla 14: Caracterizacion de los acidos grasos, en porcentaje relativo, presentes en las muestras de

planta seca de C. officinalis y M.cervina. En cada linea, p-valor < 0,05 significa diferencias
significativas en los resultados, (media+SD).

Prueba t-Student
Calendula officinalis Mentha cervina

(p-valor)
C4:0 1,43 £ 0,08 - -
C6:0 0,51+0,03 0,37 +£0,01 <0,001
C8:0 0,66 + 0,02 0,27 £0,01 <0,001
C10:0 0,28 +£0,01 0,11 + 0,00 <0,001
C12:0 3,66 £ 0,09 0,31 +0,00 <0,001
C13:0 0,05+ 0,00 1,85+ 0,02 <0,001
C14:0 24,93 £ 0,27 1,22+ 0,16 <0,001
C14:1 0,10+ 0,01 - -
C15:0 0,46 +0,01 - -
C16:0 35,57+0,11 20,95+0,48 <0,001
Cle:l 0,21 +0,03 1,06 + 0,02 <0,001
C17:0 0,47 £ 0,02 0,66 + 0,07 0,003
C18:0 5,93+0,18 4,01+0,34 <0,001
C18:1n9 2,47+£0,01 8,04 £ 0,80 <0,001
C18:2n6 9,32+£0,02 10,45+ 0,23 <0,001
C18:3n3 11,08 £ 0,10 45,65 + 0,50 <0,001
C20:0 0,80+ 0,01 1,95+ 0,07 <0,001
C20:1 0,12 +£ 0,00 - -
C20:3n3+C21:0 0,77 £ 0,02 0,31+£0,06 <0,001
C22:0 0,33+0,02 1,30 £ 0,02 <0,001
C22:1n9 - 0,40 £ 0,02 -
C23:0 - 0,19+ 0,02 -
C24:0 0,88+ 0,02 0,89+ 0,02 0,261
SFA (%) 76,70+ 0,16 34,08+ 0,98 <0,001
MUFA (%) 2,78+ 0,05 9,51+ 0,56 <0,001
PUFA (%) 20,51+0,13 56,42 + 0,21 <0,001

SFA: Acidos grasos saturados; MUFA: Acidos grasos monoinsaturados;

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Los perfiles de é&cidos grasos que presentaron ambas plantas son

significativamente diferentes. C. officinalis mostrd una relacion de acidos grasos totales:
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SFA>PUFA>MUFA, donde son mayoritarios los acidos grasos saturados (76 %);
mientras que la relacion de M. cervina fue de: PUFA>SFA>MUFA, donde fueron
mayoritarios los acidos grasos poliinsaturados (56 %). Los acidos grasos mayoritarios
en la caléndula fueron el acido palmitico (C16:0, 36 %) y el acido miristico (C14:0, 25
%), y en la menta fueron el acido o-linolénico (C18:3n3, 46 %), y el acido palmitico
(C16:0, 21 %).
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4.1.4. Bioactividad: Actividad antioxidante y actividad antitumoral
Los resultados de la actividad antioxidante, de la actividad antitumoral y de la
citotoxicidad en células no tumorales, de los extractos hidrometandlicos y de las
infusiones de C. officinalis y M. cervina se muestran en la Tabla 15.

Para la evaluacién de la actividad antioxidante no existe un unico método que
pueda proporcionar resultados inequivocos, por ello, la mejor solucién es usar varios
ensayos, enfocados en diferentes mecanismos de proteccion contra la oxidacion, como
puede ser la captacion de radicales libres (DPPH), el poder reductor, la inhibicion de la
decoloracidon de B-caroteno y la peroxidacion lipidica (TBARS).

Los mejores resultados de actividad antioxidante se mostraron para M. cervina.
Su extracto hidrometandlico presentd los valores méas bajos de ECso en todos los
ensayos, demostrando mayor capacidad antioxidante, y su infusion también, excepto en
el ensayo de la inhibicion de B-caroteno donde la infusién de C. officinalis mostro
mayor actividad antioxidante. Estas diferencias en la actividad antioxidante de las
muestras, pueden explicarse por su diferente perfil fendlico, donde en M. cervina, s6lo
estan presentes acidos fendlicos, compuestos cuya actividad antioxidante se debe a que
actian como quelantes y como captadores de radicales libres, mientras que en C.
officinalis son mayoritarios los flavonoides cuya actividad antioxidante se debe a los
grupos hidroxilo fendlicos unidos a los anillos, como también se explica en el apartado
2.1.1 (Carocho & Ferreira, 2013a, 2013b). Ademas los mecanismos involucrados en los
ensayos para evaluar la actividad antioxidante son diferentes y, por lo tanto, cada
preparacion vegetal puede tener diferentes compuestos con capacidades especificas para

participar en esos mecanismos.

En la literatura, se han encontrado varios estudios que evaltuan la actividad
antioxidante de C. officinalis en diferentes extractos y mediante diferentes
metodologias, in vitro e in vivo (Tabla 7). Los resultados de los extractos estudiados
revelaron una actividad captadora de radicales DPPH inferior a la de los extractos
hidrometandlicos y extractos acuosos publicados por (Cetkovi¢ et al., 2004). (ECso:
0,45-0,90 mg/mL, extracto hidrometandlico y ECsy: 0,30-0,80 mg/mL, extracto acuoso).
En todos los estudios, se confirma experimentalmente la capacidad antioxidante de C.

officinalis, sugiriendo que muchas de sus actividades terapeuticas se deben a esa
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capacidad (Cetkovi¢ et al., 2004; Cordova et al., 2002; K.C. Preethi et al., 2006). En el

caso de M. cervina, la informacién es muy escasa.

La evaluacion de la actividad antitumoral de los extractos hidrometandlicos y de
las infusiones de las plantas se desarrollé sobre cuatro lineas celulares tumorales
humanas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (cancer de pulmon), Hela
(carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular) y la hepatotoxicidad sobre un

cultivo primario de células de higado de cerdo: PLP2.

Los mejores resultados de actividad antitumoral se obtuvieron para el extracto
hidrometandlico de M. cervina, que resultd tener actividad antitumoral frente a las
cuatro lineas celulares tumorales, siendo més activo frente al carcinoma cervical (HeLa,
Glsp = 223 pg/mL). El extracto hidrometandlico de C. officinalis también present6
actividad frente al carcinoma cervical (HeLa, Glsp = 256 pg/mL), siendo su mayor
actividad, y frente al carcinoma hepatocelular (HepG2). Las infusiones de ambas

plantas no mostraron efecto antitumoral.

Ninguno de los extractos analizados presentd hepatotoxicidad frente a los
cultivos primarios de células de higado de cerdo (PLP2).

En la literatura, se han encontrado varios estudios que evallan la actividad
antitumoral de C. officinalis, en diferentes extractos y compuestos aislados, y en
diferentes modelos in vitro e in vivo. En ellos se demuestra su capacidad antitumoral
asociandola a su composicién en glucosidos triterpénicos (Boucaudmaitre et al., 1988;
Ukiya et al., 2006). Los glucésidos triterpénicos con mayor actividad citotoxica, segin
(Ukiya et al., 2006), fueron el calendulosido F 6’-O-n-butil éster y el calenduldsido G
6’-O-metil éster. Ademas, muchos compuestos fenolicos han sido estudiados
presentando actividad antitumoral (Carocho & Ferreira, 2013b), pudiendo contribuir o
ser participes de las actividades vistas en ambas plantas. Los resultados obtenidos por
(Mati¢ et al., 2013) al evaluar la actividad antitumoral de la infusion de caléndula frente
a HeLa (Glsp = 750 pg/mL), entre otras lineas celulares tumorales, no estd en
desacuerdo con este estudio (Glsp > 250 pg/mL). En el caso de M. cervina no se ha

encontrado informacion sobre su actividad antitumoral.
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Tabla 15: Actividad antioxidante, actividad antitumoral y hepatoxicidad, de los extractos metandlicos e infusiones de C. officinalis y M. cervina. En cada linea, p-

valor<0,05 significa diferencias significativas en los resultados, (media+SD).

Extracto hidrometanolico Infusion

C. officinalis M. cervina Pruigi/z;sot;dem C. officinalis M. cervina Prue(ts?vta-‘lsot;dent
Actividad antioxidante (ECs, mg/mL)
Actividad captadora DPPH 46+0,1 0,21 +0,01 <0,001 6,5+£0,1 0,81 +0,02 <0,001
Poder reductor 0,82 £ 0,03 0,14 + 0,01 <0,001 2,61+0,04 0,24 £0,01 <0,001
Inhibicidn decoloracion p-caroteno 2,17 £ 0,02 1,12+0,01 <0,001 0,91 + 0,04 1,24+£0,01 <0,001
Inhibicion TBARS 1,21 +0,01 0,070 + 0,001 <0,001 29+0,1 0,06 + 0,01 <0,001
Actividad antitumoral (Glsg pg/mL)
MCF-7 (adenocarcinoma de mama ) >400 294 2 - >250 >250 -
NCI-H460 (cancer de pulmon) >400 320+ 4 - >250 >250 -
HelLa (carcinoma cervical) 256 + 4 223+ 4 <0,001 >250 >250 -
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 3308 339+9 <0,001 >250 >250 -
Hepatotoxicidad (Glsy pg/mL)
PLP2 (células hepéticas de cerdo) >400 >400 - >250 >250 -
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4.2. Caracterizacion quimica de M. procera

4.2.1. Extractos obtenidos de M. procera y sus rendimientos
En el proceso de extraccion por maceracion con diferentes disolventes del
material liofilizado de M. procera se obtuvieron los extractos y rendimientos que se

muestran en la Tabla 16.

Tabla 16: Rendimiento de los extractos obtenidos por maceracion de M.procera

Extraccion | (15 g) Extraccion 11 (32,2 g)
Extractos — .
Masa (mg) Rendimiento Masa (mg) Rendimiento
E.Hexano 218 1,45 % 406 1,26 %
E.DCM 213 1,42 % 538 1,67 %
E.AcOEt 90 0,60 % 127 0,39 %
E.MeOH 2563 17,09 % 6129 19,03 %
E.H,O 890 5,93 % - -

El mayor rendimiento se obtuvo para el extracto metandélico (E.MeOH), lo que

indica que la mayoria de los compuestos son bastante polares.

En el resto de extracciones y reacciones, descritas en la metodologia, se

obtuvieron los extractos y rendimientos que se muestran en la Tabla 17.

En general, el estudio de los compuestos quimicos de M. procera, estuvo
limitado por la poca cantidad de muestra, que en muchos casos llevd a la obtencion de

extractos o fracciones de poca masa, imposibilitando su estudio.
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Tabla 17: Rendimiento de los extractos obtenidos por diferentes procedimientos de M.procera

Muestra o extracto Masa . Masa ..
de partida (mg) Extractos obtenidos (ma) Rendimiento
M. procera 1002 AlLA 971 96,9 %
liofilizada ALB 1397 139.4 %
E.MeOHacet. 358 71,6 %
E.MeOH 500 E.MeOHacet.Bs 8 1,6%
E.MeOHacet.Acs 75 15,0 %
E.MeOHsol.AcOEt 19 3.8%
E.MeOH 500 E.MeOHsol.BuOH 75 15,0 %
E.MeOHsol.H,O 390 78,0 %
E.MeOHsol.BuOHacet 65 86,7 %
E.MeOHsol.BUuOH 75 E.MeOHsol.BuOHacet.Bs 8 10,7 %
E.MeOHsol.BuOHacet.Acs 21 28,0 %
E.MeOH-M1 219 43,8 %
E.MeOH 500
E.MeOH-M2 141 28,2 %
E.MeOH-MT’ 267 17,8 %
E.MeOH 1500
E.MeOH-M2’ 614 40,9 %
E.MeOH-M2 141 E.MeOH-M2met. 77 54,6 %
E.MeOH-M2met.acet.sol.A 58 75,3 %
E.MeOH-M2met. 77
E.MeOH-M2met.acet.sol.B 13 16,7 %
E.M.sol.AcOEt 246 41 %
E.MeOH 6000
E.M.insol. AcOEt 5827 97,1 %

4.2.2. Andlisis y estudio de los extractos y fracciones, e identificacion de
compuestos
Los procedimientos descritos en la metodologia permitieron la identificacion de

los compuestos descritos en la Tabla 18.
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Tabla 18: Listado de compuestos identificados en los extractos de M. procera

Extracto/Fraccion

N° Nombre comun Nombre IUPAC Estructura
en la que aparecen
i i 0]
1P Acido pentadecilico (C15:0) Acido pentadecanoico \/\/\/\/\/\/\)}\ E.Hexano
OH
3 ; O
oP Acido palmitico (C16:0) Acido hexadecanoico /\/\/\/\/\/\/\)J\ E.Hexano ;E.DCM; E.AcOEt
OH
P 4 - . . 4 - - - O
3 Acido linoleico (C18:2) Acido (92,127)-9,12-Octadecadienoico /\/\/;/;/\/\/\)J\ E.Hexano; E.DCM; E.AcOEt
OH
, O
4 Acetamida* Etanamida ALA; Al.B
)J\ NH,
OAc OAc
P ; . 1,2,3,4,5,6-Hexacetoxi (2R, 3R, 4R, “_ _OAc E.MeOHacet.;E.MeOHacet.Acs;
5 Manitol hexaacetilado 5R)-Hexano AcO™ Y E.MeOHsol.BuOH.acet.;
OAc OAc
AcO
OAc
i _D- H ileov-D- ACO/, ACO’ \\OAC
6" Trehalosa octaacetilada Coiueatl] (D glucgp_lranosn D ' o ) E.MeOHacet.
glucopiranosido) ] OAc
AcO” 7 0" O
OAc
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NO

Nombre comun

Nombre IUPAC

Estructura

Extracto/Fraccion
en la que aparecen

9P

10°

117

127

13°

14°

a,a-Epidioxiergosterol

B,B-Epidioxiergosterol

1-Octadeceno

Glicerol 1,2-diacetilado;
1,2-Diacetilglicerol
(1,2-Diacetina)

Glicerol 1,3-diacetilado;
1,3-Diacetilglicerol,
1,3-Diacetina

Glicerol monoacetilado;
Monoacetilglicerol;
1-Monoacetina

Palmitato de metilo

Oleato de metilo

50,80-Epidioxiergosta-6,22-dien-3p-ol

5B,8B-Epidioxiergosta-6,22-dien-3p-ol

Octadec-1-eno

Diacetato de 3-hidroxipropano-1,2-diilo

Diacetato de 2-hidroxipropano-1,3-diilo

Acetato de 2,3-dihidroxipropilo

Hexadecanoato de metilo

(92)-octadec-9-enoato de metilo

7
%

~
<

Cromatografia E.AcOEt F.6-7

Cromatografia E.AcOEt F.10-20
y F.21-31

Cromatografia E.AcOEt F.10-20

Cromatografia E.AcOEt F.10-20

Cromatografia E.AcOEt F.21-31

Cromatografia E.M.A. Mat.B-C

Cromatografia E.M.A. Mat.B-C
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Extracto/Fraccion

0
N Nombre comun Nombre IUPAC Estructura en la que aparecen

- -9 12-di o
15° Linoleato de metilo (92,.122) octadeca_9,12 iEeiole /\/\/W/\/\)J\ Cromatografia E.M.A. Mat.B-C
metilo OCHj4

H
) o . Ox N _O Cromatografia E.M.A. T. 23-30
P AVELA .
16 Uracilo Pirimidina-2,4(1H,3H)-diona Y insoluble en DCM
HN__~
O
b Aoy . i A . E.M.A.T.37-46pr.Ay E;
17 Acido p-hidroxibenzoico Acido 4-hidroxibenzoico OH F.Org.AcOEt-Comp.écidos
HO
167 Glicerol 1,2,3-Propanotriol oH E.M.A.T.37-46pr.B, C, D, Fy H
GllCerIna = HO\)\/OH VAT Dy [} ]
NH,
T
- - /
19° Adenosina (2R 3R,4R 5R)-2-(6-amino-9H-purin-9- NT N E.M.A.T.37-46pr.D

il)-5-(hidroximetil)oxolano-3,4-diol

*Acetamida, no se puede confirmar que su presencia sea natural
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a) Extractos de M. procera

En los extractos mas apolares, obtenidos por maceracion de M. procera:
E.Hexano, E.DCM y E.AcOEt; se identificaron varios &cidos grasos, mediante sus
espectros *H-RMN y por CG-MS, donde se obtuvieron los picos con sus tiempos de
retencion (t;) (Figura 21) y donde se compararon sus espectros de masas con los
espectros de masas existentes en la base de datos usada como referencia. En el
E.Hexano se identificaron los compuestos 1° (acido pentadecilico), 2° (4cido palmitico)
y 3" (4cido linoleico). En el E.DCM vy en el E.AcOEt se identificaron los compuestos
27y 37, en éste (ltimo extracto también aparecieron varias sefiales sin identificar. Los
acidos grasos mayoritarios fueron el &cido palmitico y el acido linoleico. Estos
resultados concuerdan con los publicados anteriormente por el grupo de investigacion,
donde evalUan la composicién de acidos grasos de M. procera, resultando esos mismos

acidos grasos los mayoritarios (Fernandes et al., 2014).

Datos del E.Hexano (Mezcla de acido pentadecilico, acido palmitico y acido

linoleico)

'H-RMN/CDCls, § (ppm): 5,33 (m), 2,76 (t), 2,31 (t), 2,02 (m), 1,60 (m), 1,25
(m) y 0,87 (t)

Datos del compuesto 17 (Acido pentadecilico C15:0)

CG-MS: t,= 17,20 min; ién molecular [M]" 242 m/z

Datos del compuesto 2° (Acido palmitico C16:0)

CG-MS: t,= 18,46 min; ion molecular [M]* 256 m/z

Datos del compuesto 3" (Acido linoleico C18:2)

CG-MS: t= 20,06 min; ion molecular [M]* 280 m/z
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Figura 21: Cromatograma CG-MS de E.Hexano con los picos correspondientes a los &cidos grasos
y sus tiempos de retencién

b) Extraccidn de alcaloides de M. procera

En la extraccion de alcaloides de M. procera, donde se obtuvieron los extractos,
ALA y Al.B, aparecié una sustancia cristalina incolora delicuescente compuesto 4°,
identificada como acetamida, utilizando la base base de datos Spectral Database for
Organic Compounds SDBS (AIST, 2004). La confirmacién del compuesto se realizd
comparando sus datos experimentales, de *H-RMN, *C-RMN e IR, con los datos
espectrales de la base de datos y con los datos obtenidos al analizar un patrén de
acetamida adquirida a Fluka. El extracto Al.B, ademas del compuesto 47, contenfa otras
sustancias amarillentas. El rendimiento de esta extracciéon fue superior al 100 % (236
%), por lo que no podemos asegurar que el compuesto 4° sea de la muestra, siendo una
posibilidad que se haya producido durante el proceso de extraccién de alcaloides.

Datos del compuesto 4° (Acetamida)

'H-RMN/CD;0D, & (ppm): 7,59 (1H, s ancho), 6,77 (1H, s ancho) y 1,91 (3H,
S).

3C-RMN/CD;0D, & (ppm): 176,99 (C=0) y 22,79 (CHs).

IR, v (cm™): 3360, 3166, 2813, 2326, 1677, 1460, 1396, 1353, 1149, 1046, 1003,
873y 700.
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Datos del patron de acetamida:

'H-RMN/CD;0D, & (ppm): 7,59 (1H, s ancho), 6,83 (1H, s ancho) y 1,93 (3H,
S).

3C-RMN/CD;0D, & (ppm): 177,14 (C=0) y 22,92 (CHs).

C) Fracciones del estudio de E.MeOH

En la reaccion de acetilacion del E.MeOH, donde se obtuvo el extracto
E.MeOHacet., se identificaron un polialcohol (manitol) y un disacarido (trehalosa)
peracetilados, los compuestos 57 y 6° respectivamente, mediante sus sefiales en los
espectros *H-RMN y por su analisis por CG-MS, donde se obtuvieron los picos con sus
tiempos de retencion (t;) (Figura 22) y donde se compararon sus espectros de masas
con los espectros de masas existentes en la base de datos usada como referencia. En la
extraccion de las aguas de acetilacion, que se realizd debido a la baja sefial en el
espectro del grupo acetilo y a la pérdida de rendimiento en peso (71,6 %), s6lo se
identificé el compuesto 5° en el E.MeOHacet.Acs, aunque en el cromatograma de gases
aparecieron otras dos sefiales sin identificar. Esta identificacion concuerda con los
resultados publicados anteriormente por el grupo de investigacién, donde aparecen
manitol y trehalosa como los azlcares mayoritarios en M. procera (Fernandes et al.,
2014)

Datos del compuesto 57 (D-Manitol hexaacetilado)

CG-MS: t= 19,69 min; i6n 375 m/z formacién por pérdida de un grupo —OAcC,
i6n 361 m/z formacion por pérdida de CH,OAc.

Datos del compuesto 6° (Trehalosa octacetilada)

CG-MS: t= 32,53 min; i6n 331 m/z formacion por la ruptura del enlace O-

glucosidico.
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Figura 22: Cromatograma CG-MS de E.MeOH acetilado (izq.), espectros de masas de manitol
peracetilado y de trehalosa peracetilada (dcha.)

En la extraccion del E.MeOH en agua con AcOEt y BuOH, se obtuvieron los
extractos E.MeOHsol.AcOEt, E.MeOHsol.BUuOH y E.MeOHsol.H,0, que se analizaron
por *H-RMN en metanol deuterado y en todos ellos aparecieron sefiales por encima de 7
ppm, correspondientes a compuestos aromaticos. Para estudiar mejor el
E.MeOHsol.BuOH se acetil6 y también se realiz6 la extraccion de las aguas de
acetilacion resultando un rendimiento total superior al 100 % (125,4 %), posiblemente
debido al residuo que deja el propio disolvente n-butanol (6 mg/100 mL). El andlisis por
CG-MS del E.MeOHsol.BuOH.acet mostré la presencia del compuesto 57, pero en su
espectro 'H-RMN, al igual que en los espectros de E.MeOHsol.BuOH.acet.Bs y

E.MeOHsol.BuOH.acet.Acs desaparecieron las sefiales aromaticas.

En los extractos obtenidos mediante la extraccion acida del E.MeOH con
butanol, tanto los compuestos basicos y neutros (E.MeOH-M1 y E.MeOH-M1’) como
los compuestos 4cidos (E.MeOH-M2 y E.MeOH-M2’) se analizaron por *H-RMN en
metanol deuterado, apareciendo sefiales por encima de 7 ppm, correspondientes a
compuestos aromaticos minoritarios. En todos los extractos también aparecié un sélido
blanco insoluble en MeOH y BuOH que no se pudo identificar El extracto E.MeOH-
M2 se esterificé (E.MeOHM2.met) y se analizé por *H-RMN en cloroformo y metanol

deuterado, donde aparecieron las sefiales del grupo —-OMe (3,41 ppm en CDCl3; 3,68
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ppm en CD30D) de los ésteres metilicos. Tambien se analizé por CG-MS, donde no
aparecieron sefiales de compuestos conocidos. Posteriormente, ese extracto se acetilo
obteniéndose la fraccion &cida soluble en AcOEt (E.MeOH-M2met.acet.sol.A) y
fraccion &cida soluble en n-BuOH (E.MeOH-M2met.acet.sol.B), que también fueron
analizados por *H-RMN en cloroformo y metanol deuterado y por CG-MS, pero en
cuyos espectros de RMN desaparecieron las sefiales de grupos metilo y de grupos
acetilo y cuyos cromatogramas de gases no mostraron la presencia de ningn compuesto

conocido.

d) Fracciones de la cromatografia del E.AcCOEt

En la cromatografia del E.ACOEt (176 mg) solamente se tuvieron en cuenta las
fracciones de la Tabla 19, que corresponden al 67,0 % (118 mg), mientras que las otras
fracciones no se estudiaron por tener una masa despreciable. En estas fracciones se
identificaron nuevos compuestos: compuestos 77y 8° (0,0 y B,B-epidioxiergosteroles),
compuesto 9° (1-octadeceno) y los compuestos 107, 11° y 127 (1,3 y 1,2-

diacilgliceroles y monoacilglicerol, respectivamente).

Tabla 19: Fracciones y compuestos identificados en la cromatografia del E. AcOEt

Fraccion

de Eluyente 'z/ln?s? Compuestos identificados Analisis efectuados
E.AcOEt g
'H-RMN; ®C-RMN;
F.6-7 8DCM: 2 AcOEt 3 Compuestos 77y 8° COSY ; HRMS; CG-
MS
. P AP QP 1Py 11P 'H-RMN; **C-RMN;
F.10-20 8 DCM: 2 AcOEt 22 Compuestos 27,3, 97,107y 11 COSY : CG-MS

1 13

P oP AP P H-RMN; “C-RMN;
F.21-31 AcOEt 29  Compuestos 27,37, 9"y 12 COSY : CG-MS
Posterior fraccionamiento por

; 'H-RMN
cromatografia

F.32-34 7 DCM: 3MeOH 64

Los compuestos 7" (a,a-epidioxiergosterol) y 8° (B,B-epidioxiergosterol)
(Figura 23) se identificaron por sus sefiales en los espectros de *H-RMN, *C-RMN y
COSY, al compararlos con los datos aportados en la literatura ya que, son compuestos
descritos en otras especies de setas (Kim et al., 2008; Roésecke & Konig, 2000; Yue et
al., 2001). La integral de sus sefiales caracteristicas en los espectros de *H-RMN (6,43 y

6,45 ppm para el compuesto 77; 6,52 y 6,54 ppm para el compuesto 87), permitieron
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establecer la relacion entre o,0:B,B siendo de 3,8:1, mayoritario el compuesto 77 (Figura
24). La confirmacion fue a través de su formula molecular deducida a partir del aducto
con sodio de su ion molecular [M+Na]" observado en su espectro de HRMS a 451,3183
m/z (calculado para CygH4403Na: 451,318267 u) (Figura 25).

Figura 23: Estructura y numeracién de los atomos de los compuestos a,a y B,p-epidioxiergosteroles

Datos del compuesto 7° (o,a-epidioxiergosterol)

'H-RMN/CDCls, 5 (ppm): 6,49 (1H, d, 8,6 Hz, H-7), 6,23 (1H, d, 8,6 Hz, H-6),
5,20 (1H, dd, 15,2 y 7,2 Hz, H-23), 5,12 (1H, dd, 15,2 y 7,8 Hz, H-22), 3,96
(1H, m, H-3), 0,98 (3H, d, 6,4 Hz, H-21), 0,89 (6H, d, 6,4 Hz, H-28), 0,87 (3H,
s, H-19), 0,82 (6H, d, 6,4 Hz, H-26, 27) y 0,81 (3H, s, H-18).

3C-RMN/CDCI3, & (ppm): 135,4 (C-6), 135,2 (C-22), 132,3 (C-23), 130,7 (C-
7), 82,1 (C-5), 79,4 (C-8), 66,5 (C-3), 56,2 (C-17), 51,7 (C-14), 51,1 (C-9), 44,5
(C- 13), 42,8 (C-24), 39,7 (C-20), 39,5 (C-12), 36,9 (C-4 y C- 10), 34,7 (C-1),
33,1 (C-25), 30,1 (C-2), 28,6 (C-16), 23,4 (C-11), 20,9 (C-21), 20,6 (C-15), 19,9
(C-27), 19,6 (C-26), 18,2 (C-19), 17,6 (C-28) y 12,8 (C-18).

Datos del compuesto 8” (B,p-epidioxiergosterol)

'H-RMN/CDCls, § (ppm): 6,58 (1H, d, 8,6 Hz, H-7), 6,27 (1H, d, 8,6 Hz, H-6) y

resto de sefiales no diferenciables del compuesto 7°.

B3C-RMN/CDCls, & (ppm): Sefiales no diferenciables del compuesto 7°
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Figura 24: Ampliacién *H-RMN de la fraccién E.AcOEtF.6-7 donde aparecen las sefiales
caracteristicas y las integrales de los compuestos identificados 77 y 8° (a,a y B,B-
epidioxiergosteroles) (8 sin calibrar)
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Figura 25: HRMS de la fraccion E.AcOEtF.6-7, donde se identificaron los compuestos 7P y 8P (a,a

y B.B-epidioxiergosteroles)
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El compuesto 97, 1-octadeceno, se identific en el analisis por CG-MS por
comparacion de su espectro de masas con el espectro de masas existente en la base de

datos usada como referencia.
Datos del compuesto 9° (1-octadeceno)

CG-MS: t= 12,97 min; i6n molecular [M]* 252 m/z

Los compuestos 107, 117 y 127 (acetilgliceroles: 1,3 y 1,2-diacetilados y 1-
monoacetilado, respectivamente) (Figura 26) se identificaron por CG-MS, donde se
obtuvieron los picos con sus tiempos de retencion (t;) y donde se compararon sus
espectros de masas con los espectros de masas existentes en la base de datos de usada
como referencia. Se confirmd su estructura comparando las intensidades de los
fragmentos de los espectros de masas segun el estudio de (Nebel et al., 2008), que
permite su diferenciacion por las intensidades, a pesar de que presentan patrones de
fragmentacion similares (Figura 27). También se confirmé la presencia de estos
compuestos mediante las sefiales de sus espectros de ‘H-RMN, *C-RMN,
comparandolas con los datos publicados (Meireles & Pereira, 2013; Sustere et al., 2014)
y mediante el experimento COSY. El compuesto 10° (1,3-diacetilglicerol o 1,3-
diacetina) resultd ser mayoritario respecto al compuesto 11° (1,2-diacetilglicerol o 1,2-
diacetina), apareciendo en la misma fraccion como mezcla de regioisomeros. El
compuesto 12° (1-monoacetilglicerol o 1-monoacetina) se identificé en una fraccion

diferente més polar.

3 -OH, o) o) o)
1' 3' 1 3
4WO\1)£O)K5 4')1\0/%()* . 4)&0/\%@_'
(e} OH OH

Figura 26: Estructura y numeracién de los atomos de los compuestos 1,2-diacetina (izq.), 1,3-
diacetina (centro) y 1-monoacetina (dcha.)
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Datos del compuesto 10 (1,3-diacetilglicerol o 1,3-diacetina)

CG-MS: t,= 7,76 min; m/z (% intensidad): 61 (6), 74 (14), 86 (5), 103 (100), 115
(2), 116 (2) y 145 ().

'H-RMN/CDCl;, & (ppm), mezcla de regioisémeros (1,3 y 1-2-
diacetilgliceroles): 5,02 (1H, m, H-2), 4,35-4,07 (7H, m, H-1, H-1°, H-2’ y H-
3%), 3,74 (2H, d, H-3) y 2,07 (12H, m, H-4, H-5, H-4’ y H-5").

3C-RMN/CDCIl3, & (ppm), estereoisémero 1,3-diacetilglicerol (mayoritario):
171,13 (COO-), 68,11 (CH-2"), 65,19 (CH,-1° y 3°) y 20,77 (CH3-4’ y 5°).

Datos del compuesto 117 (1,2-diacetilglicerol o 1,2-diacetina)

CG-MS: t,= 8,28 min; m/z (% intensidad): 61 (10), 74 (11), 86 (34), 103 (100),
115 (1), 116 (5) y 145 (17).

'H-RMN/CDCl;, & (ppm), mezcla de estereoisémeros (1,3 y 1-2-

diacetilglicerol): Datos anteriores

Datos del compuesto 127 (1-monoacetilglicerol o 1-monoacetina)

CG-MS: t,= 7,03 min; m/z (% intensidad): 61 (41), 73 (5), 74 (51), 86 (11), 103
(100).

'H-RMN/CDCls, § (ppm): 4,13 (1H, dd, H-1a), 4,11 (1H, dd, H-1b), 3,89 (1H,
m, H-2), 3,66 (LH, dd, H-3b), 3,56 (1H, dd, H-3a) y 2,06 (3H, s, H-4).

B3C-RMN/CDCl3, § (ppm): 171,6 (COO-), 70,2 (CH-2), 65,3 (CH»-1), 63,3
(CH»-3) y 20,8 (CH3-4).
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Figura 27: Espectros de masas de 1,3-diacetina (izg.) de 1,2-diacetina (dcha.) y 1-monoacetina
(centro)

e) Fracciones de la cromatografia del E.MeOH soluble en AcOEt
(E-M.A)

En la cromatografia de los extractos solubles en AcOEt (E.M.A.; 329 mg) se
reunieron los extractos: E.MeOHsol.AcOEt, E.M.sol.AcOEt y E.AcOEt-F.32-34, por
tener espectros "H-RMN similares y asi conseguir separar sus compuestos. Solamente
se tuvieron en cuenta las fracciones de la Tabla 20, que corresponden al 35,0 % (115
mg) mientras que las otras fracciones no se estudiaron por tener una masa despreciable.
En estas fracciones se identificaron nuevos compuestos: compuestos 137, 147 y 157,
ésteres metilicos de acidos grasos (palmitato de metilo, oleato de metilo y linoleato de

metilo, respectivamente) y el compuesto 16" (uracilo).
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103 193
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Tabla 20: Fracciones y compuestos identificados en la cromatografia del E.M.A.

Fraccion de Masa

EMA Eluyente (mg) Compuestos identificados Analisis efectuados
Mat B-C DCM 3 Compuestos 13", 14" y 15° 'H-RMN; CG-MS
T.18-22 9 DCM: 1 MeOH 7 Compuesto 12° 'H-RMN
T.23-30 'H-RMN; *C-

insoluble en 9 DCM: 1 MeOH 6 Compuesto 16° RMN; HRMS;

DCM CG-MS
T37-46 8 DCM: 2 MeOH 68 Posterior fracglonam|ento por 1H-RMN

TLC preparativa
T.47-49 7 DCM: 3 MeOH 7 Posterior extraccion 4cido-base  *H-RMN
T.50-56 7 DCM: 3 MeOH 14 Posterior extraccion cido-base  *H-RMN

Los compuestos 137, 147 y 157, ésteres metilicos de 4cidos grasos (palmitato de
metilo, oleato de metilo y linoleato de metilo, respectivamente), se identificaron por sus
sefiales en el espectro *H-RMN y por su analisis por CG-MS, donde se obtuvieron los
picos con sus tiempos de retencion (t;) (Figura 28) y donde se compararon sus
espectros de masas con los espectros de masas existentes en la base de datos de usada
como referencia. El compuesto 14° (oleato de metilo) resultd ser el mayoritario. En el
estudio publicado anteriormente por el grupo de investigaciéon, donde se evalla la
composicion de acidos grasos de M. procera (Fernandes et al., 2014), ademas de los
acidos grasos mayoritarios, destaca la presencia de &cido oleico, que en este estudio sélo
se ha encontrado en forma de éster metilico.

Datos de la fraccion E.M.A.Mat.B-C (Mezcla de palmitato de metilo, oleato de

metilo y linoleato de metilo entre otros compuestos)

'H-RMN/CDCls, & (ppm): 5,29 (m), 3,60 (s), 2,69 (M), 2,25 (t), 1,99 (m), 1,22
(s) y 0,80 (t).
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Datos del compuesto 13” (Palmitato de metilo)

CG-MS: t,= 11,66 min; ién molecular [M]" 270 m/z

Datos del compuesto 14” (Oleato de metilo)

CG-MS: t= 12,52 min; i6n molecular [M]* 296 m/z

Datos del compuesto 15° (Linoleato de metilo)

CG-MS: t= 12,79 min; i6n molecular [M]* 294 m/z

Bbundance TIC: MMIG0035.D
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Figura 28: Cromatograma CG-MS de de la fraccién E.M.A.Mat.B-C con los picos correspondientes
a los ésteres de &cidos grasos y sus tiempos de retencién
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El compuesto 16, uracilo, se identificé utilizando la base base de datos Spectral
Database for Organic Compounds SDBS (AIST, 2004). La confirmacion del compuesto
se realiz6 comparando sus datos experimentales de *H-RMN y **C-RMN con los datos
espectrales de la base de datos (Figura 29). Este compuesto es una base purica, que ya
ha sido identificado en otras especies de setas del género Cordyceps y Ganoderma
(Yuan et al., 2008),

Datos del compuesto 16” (Uracilo)
'H-RMN/CD;0D, & (ppm): 7,39 (1H, d, 7,6 Hz) y 5,60 (1H, d, 7,2 Hz).

3C-RMN/ CD50D, & (ppm): 142,1 (CH) y 100,3 (CH).

Figura 29: "H-RMN (arriba) y **C-RMN (abajo) de la fraccién de E.M.A.T.23-30 insoluble en
DCM, donde se identifico el compuesto 16° (uracilo)
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f) Fracciones de la PTLC de E.M.A.T.37-46

La fraccion de mayor masa de la cromatografia de E.M.A., (E.M.A.T.37-46; 68
mg), presentaba en su espectro *H-RMN sefiales de varios compuestos y se someti6 a
cromatografia preparativa en capa fina (PTLC) para intentar separarlos. Las fracciones
obtenidas, los analisis realizados y los compuestos identificados, se resumen en la
Tabla 21. En estas fracciones se identificaron nuevos compuestos: compuesto 177

(4cido p-hidroxibenzoico), compuesto 187 (glicerol) y compuesto 197 (adenosina).

Tabla 21: Fracciones y compuestos identificados en la PTLC de E.M.A.T.37-46

Fraccion de Masa

E.M.A.T.37-46pr. (mg) Compuestos identificados Andlisis efectuados

Compuesto 18”

1
H 8 Posterior extraccion acido-base H-RMN

1 13

P P H-RMN; “C-RMN;
D 6 Compuestos 18" y 19 HRMS
P
c 18 Compuesto 18 o IH-RMN
Posterior extraccion acido-base

F 12 Compuesto 18” 'H-RMN
B 3 Compuesto 18° 'H-RMN; *C-RMN
E 11 Compuesto 17° (minoritario) 'H-RMN
A 7 Compuesto 177 'H-RMN; *C-RMN
G 6 - 'H-RMN

El compuesto 177, cido p-hidroxibenzoico, se identific utilizando la base base
de datos Spectral Database for Organic Compounds SDBS (AIST, 2004). La
confirmacion del compuesto se realiz6 comparando sus datos experimentales de ‘H-
RMN y *C-RMN con los datos espectrales de la base de datos (Figura 30). En un
estudio publicado anteriormente por el grupo de investigacion (Barros et al., 2009), este
compuesto fenolico no se habia detectado en esta especie de seta, por lo que es la

primera vez que se identifica en esta especie.
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Datos del compuesto 17° (Acido p-hidroxibenzoico)
'H-RMN/CD;0D, & (ppm): 7,78 (2H, d, 4,8 Hz) y 6,70 (2H, d, 4,8 Hz).

3C-RMN/ CD50D, & (ppm): 131,5 (CH) y 114,5 (CH). Sélo se ven las sefiales

m &s intensas.

nnnnnnn
~~~~~~~
~~~~~~~

nnnnnnn

6.711
—Cims

40 20 ppm

Figura 30: "H-RMN (arriba) y **C-RMN (abajo) de la fraccion de E.M.A.T.37-46pr.A, donde se
identificé el compuesto (&cido p-hidroxibenzoico)
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El compuesto 187, glicerol (Figura 31), se identificé utilizando la base base de
datos Spectral Database for Organic Compounds SDBS (AIST, 2004). La confirmacién
del compuesto se realizé6 comparando sus datos experimentales de *H-RMN y **C-RMN
con los datos espectrales de la base de datos y con los datos obtenidos al analizar un

patrén de glicerol.

OH

Ho._A__ow

2 3

Figura 31: Estructura y numeracion de los atomos de glicerol.

Datos del compuesto 187 (Glicerol)

'H-RMN/CD;0D, & (ppm): ): 3,63 (1H, m, H-1), 3,56 (2H, dd, 4,8 y 11,0 Hz, H-
2ay 3a) y 3,50 (2H, dd, 6,0 y 11,0 Hz, H-2b y 3b).

13C-RMN/ CDs0D, & (ppm): 72,4 (CH-1) y 62,9 (CH»-2 y 3).

Datos del patron de glicerol

'H-RMN/CD;0D, & (ppm): 3,65 (1H, m, H-1), 3,58 (2H, dd, 4,8 y 11,2 Hz, H-
2ay3a)y 3,51 (2H, dd, 6,4y 11,2 Hz, H-2b y 3b).

3C-RMN/ CD30D, & (ppm): 72,4 (CH-1) y 63,0(CH»-2 y 3).

El compuesto 197, adenosina (Figura 32), se identificé utilizando la base base
de datos Spectral Database for Organic Compounds SDBS (AIST, 2004). La
confirmacion del compuesto se realiz6 comparando sus datos experimentales de ‘H-
RMN y C-RMN con los datos espectrales de la base de datos y a través de su férmula
molecular deducida de su espectro HRMS a partir del aducto con sodio de su ion
molecular [M+Na]" a 290,0869 m/z (calculada para CioH13NsO;Na 290,085975 u)
(Figura 33). La adenosina es un nucleésido, que ya ha sido detectado en otras especies

de setas del género Cordyceps y Ganoderma (Yuan et al., 2008).
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HO 13

Figura 32: Estructura y numeracion de los atomos de adenosina

Datos del compuesto 197 (Adenosina)

'H-RMN/CD50D, § (ppm): 8,30 (1H, s, H-7), 8,12 (1H, s, H-2), 5,96 (1H, d, 6,8
Hz, H-10), 4,36 (1H, dd, H-12 ), 4,17 (1H, dd, H-12 ), 3,88 (1H, dd, H-14a) y
3,74 (1H, dd,H-14b).

3C-RMN/ CD;0D, & (ppm): 152,1 (CH-2), 140,6 (CH-7), 88,1 (CH-10), 86,8
(CH-13), 74,0 (CH-12), 71,2 (CH-13) y 62,1 (CH,-14). Solo se ven las sefiales

mas intensas.

Ml + N

Mar EMATIT-L5 prD

il LA

Figura 33: HRMS de la fraccion E.M.A.T.37-46pr.D, donde se identifico el compuesto 19°
(adenosina)
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9) Fracciones de la extraccion acido —base de fracciones del E.M.A.

En el fraccionamiento 4&cido-base de las 4 fracciones, E.M.A.T.47-49,
E.M.A.T.50-56, E.M.A.T.37-46pr.C y E.M.A.T.37-46pr.H (47 mg), que se reunieron
por presentar espectros *H-RMN similares, se obtuvieron las fracciones F.Org.AcOEt-
Comp.neutros (10 mg), F.Org.BuOH-Comp.neutros (293 mg) y F.Org.AcOEt-
Comp.acidos (10 mg). Con esta extraccion acido-base se pretendia eliminar ciertos
compuestos presentes en las fracciones de partida, como el glicerol (compuesto 187), y
aislar otros desconocidos para poder identificarlos. Pero en el procedimiento de
extraccion, se perdieron los compuestos de interés (bien por solubilidad en las fases
acuosas 0 bien por evaporacion en el rotavapor), quedando sélo compuestos
minoritarios que no se pudieron identificar. En F.Org.AcOEt-Comp.4cidos, se consiguid

determinar el compuesto 177, aunque era minoritario.

h) Estudio del E.M.insol. AcOEt mediante HPLC semipreparativa

En el estudio del extracto metandlico insoluble en AcOEt (E.M.insol.AcOEt)
mediante HPLC semipreparativo, se intentaron separar los compuestos mas polares
mediante cromatografia en fase reversa. Aunque los cromatogramas mostraron la
presencia de varios compuestos (Figura 34), los espectros *H-RMN de las fracciones
s6lo mostraron la presencia de acidos grasos e impurezas, siendo sus masas
despreciables, excepto para la fraccion del minuto 3 que mostro el mismo espectro que
la muestra de partida. Debido a esto, se deduce que la separacion de la muestra no fue
efectiva, posiblemente por una sobrecarga de la columna cromatografica. Estas
diferencias entre los cromatogramas y los espectros RMN pueden deberse a que el
detector UV del HPLC no es universal, es decir, la intensidad de las sefiales para los
distintos compuestos esta relacionada sobre todo con la presencia de grupos cromoforos

en la estructura de cada uno de ellos, mas que con su masa.
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Figura 34: Cromatograma de E.M.insol.AcOEt obtenido por HPLC semipreparativa
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5.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

En este trabajo se ha llevado a cabo, por un lado, la caracterizacion quimica
(valor nutricional/valor energético y composicion en compuestos fendlicos, azucares
libres, tocoferoles, acidos organicos y &cidos grasos) de dos especies de plantas, C.
officinalis y M. cervina, y la determinacién de la actividad antioxidante y antitumoral,
de sus infusiones y de sus extractos metanodlicos. Por otro lado, se ha realizado la

caracterizacion quimica de los extractos y fracciones de una especie de seta, M. procera.

El valor nutricional (proteinas, lipidos, glucidos y cenizas), de las plantas secas
revel6 una composicion mayoritaria en hidratos de carbono y baja en lipidos, siendo
superior el contenido de proteinas en M. cervina. El valor energético de ambas plantas
secas fue similar y muy bajo, revelando buenas propiedades nutricionales que las hacen

adecuadas para una dieta variada y equilibrada baja en calorias.

El perfil fendlico, de las infusiones y de los extractos hidrometandlicos, de C.
officinalis presento trece compuestos diferentes, principalmente flavonoles glicosilados,
siendo mayoritario el flavonoide isoramnetina-3-O-ramnosilrutinosa; mientras que M.
cervina presentd once compuestos, principalmente derivados de cafeoilo (dimeros,
trimeros y tetrameros del &cido cafeico), siendo mayoritario el &cido rosmarinico. La

composicion total de compuestos fendlicos fue mayor para M. cervina.

En cuanto a la composicion total de azuUcares, compuestos organicos y
tocoferoles, C. officinalis demostré una composicion total de todos ellos mayor que M.
cervina, tanto en la planta seca como en la infusion, siendo sus compuestos mayoritarios

fructosa, acido citrico y a-tocoferol.

El perfil de &cidos grasos de C. officinalis mostr6 una relacion de &cidos grasos
totales: SFA (76 %) > PUFA> MUFA, mayoritario el acido palmitico; mientras que la
relacién de M. cervina resultd ser mas saludable: PUFA (56 %) > SFA > MUFA,
mayoritario el acido a-linolénico, un acido graso esencial Omega-3, beneficioso para la

salud.
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En la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos hidrometanolicos e
infusiones de las plantas, los mejores resultados se mostraron para M. cervina, cuyo
extracto hidrometandlico presentd los valores mas bajos de ECsy en todos los ensayos,
demostrando mayor capacidad antioxidante, y su infusion también, excepto en el ensayo
de la inhibicion de B-caroteno donde la infusion de C. officinalis mostr6 mayor
actividad antioxidante. Estas diferencias en la actividad antioxidante de ambas plantas,
pueden deberse a su diferente perfil fendlico y a que cada preparacion (infusion y
extracto hidrometanodlico), pueden tener diferentes compuestos con capacidades

especificas para participar en los mecanismos involucrados en los ensayos realizados.

En la evaluacién de la actividad antitumoral, de los extractos hidrometandlicos e
infusiones de las plantas, los mejores resultados se obtuvieron para el extracto
hidrometandlico de M. cervina, que resultd tener actividad antitumoral frente a las
cuatro lineas celulares tumorales, siendo mas activo frente al carcinoma cervical
(HeLa). El extracto hidrometandlico de C. officinalis también presentd actividad frente
al carcinoma cervical, siendo su mayor actividad, y frente al carcinoma hepatocelular
(HepG2). Las infusiones de ambas plantas no mostraron citotoxicidad en células
tumorales y ninguno de los extractos analizados presentd hepatotoxicidad frente a los

cultivos primarios de células de higado de cerdo (PLP2).

El material liofilizado de M. procera fue extraido por maceracion con diferentes
disolventes, obteniéndose los diferentes extractos de hexano (E.Hexano), diclorometano
(E.DCM), acetato de etilo (E.AcOEt), metanol (E.MeOH) y acuoso (E.H,0), siendo el
de mayor rendimiento el extracto metandlico (17 %).

Los extractos méas apolares de M. procera presentaron en su composicion acidos
grasos. En el E.Hexano fueron identificados acido pentadecilico, acido palmitico y
acido linoleico, y en los extractos, E.DCM y E.AcOEt, acido palmitico y 4acido
linoleico. Ademas el E.AcOEt reveld la presencia de a,a-epidioxiergosterol y f,B-
epidioxiergosterol, 1-octadeceno y los acetilgliceroles (1,2 y 1,3-diacetina y 1-

monoacetina).

El estudio de E.MeOH revelo la presencia del polialcohol manitol y del
disacérido trehalosa peracetilados. Ademas en su fraccion mas apolar, la fraccién
soluble en acetato de etilo, fueron identificados los ésteres metilicos de acidos grasos

(palmitato de metilo, oleato de metilo y linoleato de metilo), el compuesto fenolico
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acido p-hidroxibenzoico, el glicerol, la base pirimidinica uracilo y el nucledsido

adenosina.

En la extraccion de alcaloides de M. procera se identifico el compuesto

acetamida pero sin poder confirmar que su presencia fuese natural.

En total, fueron identificados 18 compuestos en los extractos de M. procera,
principalmente productos del metabolismo primario: compuestos glucidicos o derivados
(manitol y trehalosa peracetilados), compuestos lipidicos o derivados (&cidos grasos,
ésteres metilicos de acidos grasos, acetilgliceroles, glicerol, 1-octadeceno, dos derivados
del ergosterol (epididoxiergosteroles)), compuestos de los &cidos nucleicos (uracilo y
adenosina) y un éacido fenolico (acido p-hidroxibenzoico).

Como futuro trabajo seria interesante evaluar la actividad antioxidante y
antitumoral de los extractos obtenidos de M. procera y continuar el estudio de los
extractos mas polares, mediante su separacion por HPLC semipreparativo, en la

busqueda e identificacion de otros metabolitos.

De manera general, se puede concluir que las tres matrices naturales estudiadas,
C. officinalis, M. cervina y M. procera poseen en su composicién compuestos quimicos
de gran interés. Este trabajo contribuye al conocimiento de estas especies en cuanto a
composicion quimica y, en el caso de las especies vegetales, también en cuanto a su
bioactividad, pudiendo ampliar a su vez su uso a nivel medicinal (tradicional y
farmacéutico) y en la alimentacion como ingredientes funcionales con beneficios para la

salud en la prevencion de enfermedades.
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