UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

USO DE DISENO DE EXPERIMENTOS
PARA LA OPTIMIZACION DE LA
EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN UN EXTRACTO
ACTIVO DE Nectandra reticulata

Juanita Pulido Teuta

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Maestria en Quimica
Bogota, Colombia
2022






USO DE DISENO DE EXPERIMENTOS
PARA LA OPTIMIZACION DE LA
EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN UN EXTRACTO
ACTIVO DE Nectandra reticulata

Juanita Pulido Teuta

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Ciencias Quimicas

Director (a):
Dra., MSc, Quimica Ménica Constanza Avila Murillo
Codirector (a):

Dr., MSc, Quimico, Carlos Eduardo Narvadez Cuenca

Linea de Investigacion:
Quimica de productos naturales
Grupo de investigacion:

Quimica de productos naturales vegetales bioactivos (QuiProNaB)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Maestria en Quimica
Bogoté4, Colombia
2022






(Dedicatoria o lema)

A Dios, a mis padres (Javier y Jeimmy), a mis
hermanos (Juan José y Juliana) y a mis
abuelitos, quienes han estado apoyandome en

cada momento de este proceso.






Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto
donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y
referencias bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta 0 grandes porciones de
texto).

Por dltimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida
por la universidad.

Nombre: Juanita Pulido Teuta
Fecha:

07/10/2022



Agradecimientos

Agradezco al Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacioén, por la financiacion de esta
tesis mediante le proyecto: “Evaluacion de los mecanismos moleculares asociados a la
activacion farmacolégica de LXR en modelos de la enfermedad de Alzheimer y del
potencial terapéutico de un extracto de Nectandra reticulata (Lauraceae)”, CT 727-2018.

Al Ministerio de Medio Ambiente por el otorgamiento del Otrosi N° 21 al Contrato Marco de
Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados N° 121 del 22 de enero de 2016
suscrito entre el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Universidad Nacional
de Colombia, por medio del cual se ampara el uso del material vegetal que hace parte de

esta investigacion.

A la profesora Moénica Constanza Avila M. por la direccion y apoyo desde el primer dia que

hago parte del grupo de investigacion.

Al profesor Carlos E. Narvaez por su co-direccién y acompafiamiento en este proceso de

formacion.

Al grupo de investigacion en Quimica de productos Naturales vegetales bioactivos
(QUIPRONAB), al profesor Luis E. Cuca, Fabian Harvey Vallejo y todos sus demas

integrantes, por darme soporte académico y personal en este proceso.

Al grupo de investigacion de Muerte Celular del Instituto de Genética por permitirme

complementar mi trabajo con ensayos celulares.



Resumen y Abstract IX

Resumen

USO DE DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA OPTIMIZACION DE LA
EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN UN EXTRACTO ACTIVO DE
Nectandra reticulata

La actividad agonista en LXR modula la produccion de ApoE y ABCAL, disminuyendo la
placa amiloide en modelos murinos, convirtiéendose asi una alternativa terapéutica del
Alzheimer. Estudios previos muestran que Nectandra reticulata es agonista de LXR, por lo
gue es de nuestro interés identificar la composiciéon del extracto, relacionarlo con su
actividad y optimizar la extraccion de este. Es asi cdmo se analiz6 el extracto activo de N.
reticulata, mediante RP-UHPLC-DAD y UHPLC-ESI-HRMS. Los resultados del analisis por
EM evidenciaron que la mayoria de los compuestos presentes corresponden a flavonoides
glicosilados. Para confirmar la identidad de las agliconas, se realizé una hidrélisis acida,
mostrando que el compuesto principal con un area cromatografica de 84,5% a 355 nm
corresponde a la quercitrina; el segundo compuesto en abundancia del 8,0% del area
cromatogréfica se identific6 como afzelina. En menor proporcién (6,9%) se determiné 3 o
7-(6"-p-cumaroilglucésido) kaempferol. Después de la identificacion se realizaron estudios
in silico e in vitro, permitiendo seleccionar a la quercitrina cémo marcador, ya que este
metabolito presenta una actividad superior a la de los otros compuestos identificados e
incluso de su respectiva aglicona. Finalmente se realizo la validacion y optimizacion de la
extraccion de este metabolito, se encontr6 que al hacer la extraccion asistida por
ultrasonido la cantidad de quercitrina en el extracto y el rendimiento del proceso se ven
influenciados principalmente por la proporcion etanol:agua y la temperatura del sistema.
La mejores condiciones de extraccion encontradas fueron 60% de etanol, 50 °C y 40 mL/g

(solvente:material vegetal).

Palabras clave: Alzheimer, Lauraceae, modelamiento molecular, Box-Bhencken,

Nectandra, validacion.



X Uso de disefio de experimentos para la optimizacion de la extraccion de compuestos
fendlicos en un extracto activo de Nectandra reticulata

Abstract

USE OF DESIGN OF EXPERIMENTS FOR THE OPTIMIZATION OF THE
EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS IN AN ACTIVE EXTRACT OF Nectandra
reticulata
The agonistic activity of LXR modulates the production of ApoE and ABCA1, reducing
amyloid plague in murine models, that means a therapeutic alternative for Alzheimer's.
Previous studies show that Nectandra reticulata is an LXR agonist, it is our interest to
identify the composition of the extract, relate it to its activity and optimize its extraction. The
active extract of N. reticulata was analyzed by RP-UHPLC-DAD and UHPLC-ESI-HRMS.
The mass analysis showed that most of the compounds present correspond to glycosylated
flavonoids. To confirm the identity of the aglycones, acid hydrolysis was performed. There
it was shown that the main compound with a chromatographic area of 84.5% at 355 nm
corresponds to quercitrin; the second compound in abundance of 8.0% of the
chromatographic area was identified as afzeline. In a smaller proportion (chromatographic
area 6.9%) 3 or 7-(6"-p-coumaroylglucoside) kaempferol were found. After the
identification, in silico and in vitro studies of the molecules were carried out, these studies
allowed quercitrin to be selected as a marker, since this metabolite has a higher activity
than the other identified compounds and even of its respective aglycone. Finally, the
validation and optimization of the extraction of this metabolite was carried out, it was found
that when performing the extraction assisted by ultrasound, the amount of quercitrin in the
extract and the performance of the process are mainly influenced by the proportion of
ethanol:water and temperature of the system. The best extraction conditions were 60%

ethanol, 50 °C and 40 mL/g (solvent:plant material ratio).

Keywords: Alzheimer; Lauraceae; docking molecular; Box-Bhencken; Nectandra;

validation.
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Introduccioén

Los receptores nucleares del higado (LXR), pertenecen a un conjunto de receptores
nucleares (RNs), los cuales son una familia de proteinas que actia como factor de
transcripcién regulado por pequefios ligandos (Koldamova & Lefterov, 2007). Al activarse
el receptor, actia como modulador de cientos de genes, como es el caso de los genes
APOE y ABCAL, estos incrementan la transcripcién de las proteinas ApoE y ABC1, las
cuales se encuentran relacionadas con la enfermedad de Alzheimer (EA). Estas proteinas
son importantes para el metabolismo de colesterol en el cerebro y adicionalmente se ha
demostrado que estén involucradas con procesos de eliminacion de péptido amiloide (AB)
(Koldamova & Lefterov, 2007). Este péptido es la caracteristica hispatolégica mas
relevante de la EA, ya que los pacientes con esta enfermedad presentan agregados
cerebrales de este (Veer et al., 2020), los cuales desencadenan efectos nocivos para el
cerebro, como lo son procesos inflamatorios, disrupcion de la plasticidad sinaptica y muerte
neuronal (Sang et al., 2022).

A pesar de todos los esfuerzos de la ciencia en la bausqueda de alternativas terapéuticas,
todos los medicamentos existentes mejoran algunas funciones en las primeras etapas de
la enfermedad, pero no son curativos. En razén a esto los grupos de investigaciéon Muerte
Celular del Instituto de Genética y Quimica de productos naturales vegetales bioactivos
QUIPRONAB, vienen trabajando de forma conjunta desde hace cerca de cinco afios en la
busqueda de opciones terapéuticas para la enfermedad. En consideracién a que algunos
de los medicamentos actualmente aprobados por la FDA poseen principios de origen
natural, y apoyados en los hallazgos recientes relacionados con el efecto de los receptores
LXR y su relacion en la eliminacién de péptidos AB, y la mejora cognitiva en modelos
murinos, se planted un screening de actividad mediante el ensayo de LXRE-LUC,
probando 81 extractos de especies vegetales de las familias Piperaceae, Rutaeae,
Miristicaceae, y Lauraceae, en busca de seleccionar extractos con actividad agonista de

LXR (Bustos Rangel, 2021). Los resultados de este ensayo evidenciaron que, el extracto
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de hojas de la especie Nectandra reticulata (Lauraceae) mostraba los mejores efectos
como agonista de LXR.

A partir de los resultados anteriormente presentados se plantea esta investigacion, en
consideracion a la importante actividad agonista mostrada por la especie N. reticulata, es
importante la determinacién de los sus metabolitos presentes, y la relacién de estos con la
actividad observada, para la posterior validacion y optimizacion del proceso de extraccion.
Para el ejecucién de la presente investigacion se plantearon tres objetivos, los cuales se
desarrollaron de la siguiente forma: para la realizacidén del primer objetivo, el cual buscaba
la deteccion al menos un metabolito secundario que sirva como marcador del extracto
etandlico de N. reticulata usando técnicas cromatogréficas, se usaron técnicas analiticas
cdémo RP-UHPLC-DAD y UHPLC-ESI-HRMS, reacciones simples cémo hidrdlisis acida,
estudios computacionales mediante el modelamiento molecular, y ensayos en células al
realizar la evaluacion de la expresién de ApoE y ABC1. Con todas estas herramientas se
identificaron algunos metabolitos presentes en el extracto y se verifico la actividad agonista

de estos en los ensayos in silico e in vitro, para asi seleccionar el marcador.

Luego, de identificar el marcador en el extracto etandlico se procedié a desarrollar el
segundo objetivo, en el cual se realiz6 la validacion del método cromatogréfico. Para esto
se tuvieron en cuenta todos los pardmetros determinados por la Conferencia Internacional

de Armonizacion (ICH) de los requisitos técnicos de los productos farmacéuticos.

En el tercer objetivo se determiné la incidencia de diversos factores en la extraccién con
respecto a la cantidad de al menos uno de los marcadores seleccionados. Para ello se
realizé la optimizacién de la extraccion utilizando un disefio experimental, este analisis nos
permitié ver mediante una superficie de respuesta, en qué condiciones se extrae la mayor
cantidad del marcador seleccionado y cuales son los factores que mas influyen en la

extraccion de este.

El alcance de este trabajo radica en el aporte a las primeras fases para la produccion de
un fitoterapéutico, para una enfermedad de etiologia compleja, para la que no existe un
tratamiento efectivo. Desde el punto de vista quimiotaxondmico, los resultados de esta

investigacion revisten importancia en razén a que son el primer reporte de composicion
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quimica de la especie N. reticulata, el cual es consistente con el género Nectandra y la

familia Lauraceae.






1.Capitulo 1: Estado del Arte

Los productos naturales (PNs) son una importante fuente de medicamentos, los reportes
actuales indican que para el 2019 el 23,5% de los medicamentos del mercado provenian
de PNs 6 eran precursores de los mismos (Newman & Cragg, 2020; Veer et al., 2020).
Esta importancia farmacolégica se debe a la amplia diversidad molecular que se encuentra
en los metabolitos secundarios. Muchos de los grupos funcionales que alli se observan
facilitan la interaccion con multiples proteinas, esto permite que al aislar un metabolito o
tener una mezcla de estos puedan actuar sobre mudltiples dianas de enfermedades
complejas, como las neurodegenerativas (Ji & Zhang, 2008). Gran parte de PNs con
potencial multi-diana son compuestos fendlicos, especificamente polifenoles. Desde el
punto de vista quimico, estos metabolitos se pueden dividir en al menos 10 diferentes
grupos, de los cuales, los flavonoides son el grupo mas representativo en abundancia
(Rossi et al., 2008).

Los polifenoles son excelentes antioxidantes, neuroprotectores, captadores de especies
radicalarias (especies reactivas de oxigeno, ROS, y especies reactivas de nitrégeno, RNS)
y quelantes de metales de transicién (Ji & Zhang, 2008). Estas actividades benefician a los
pacientes con desodrdenes neuroldgicos. Por lo anterior, se suele recomendar una dieta
con alta cantidad de polifenoles, la cual es de facil acceso debido a la presencia de estos
metabolitos en diversas familias del reino vegetal (Rossi et al., 2008). Tal es el caso de
algunas familias de plantas conocidas como “Angiospermas basales”, las cuales son
importantes por sobrevivir al proceso de “pruebay error” de la seleccion natural y mostrar
una interesante diversidad quimica y actividades biol6gicas comprobadas (Dyer & Palmer,

2004), lo cual en muchos casos se atribuye al contenido de metabolitos de tipo polifenol.

El grupo de investigaciébn en quimica de productos naturales vegetales bioactivos
(QuiProNaB) ha concentrado parte de sus esfuerzos en analizar especies de la familia

Lauraceae. Se sabe que Colombia tiene al menos el 30% de los géneros de la familia;
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dentro de los géneros méas estudiados, debido a su diversidad quimica y actividad
biologica, se encuentran Cinnamomum, Persea y Nectandra (Rincén Aguilar, 2014).

1.1 Genero Nectandra: especie Nectandra
reticulata

El género Nectandra posee aproximadamente 120 especies, las cuales se encuentran en
regiones tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia y Oceania. En las plantas de
este género, usualmente arboles, se suelen encontrar metabolitos secundarios como
alcaloides, lignanos, flavonoides, esteroides y terpenos (Grecco et al., 2016) y se ha
demostrado su accion anticancerigena, inmunomoduladora, nefroprotectora,
antiinflamatoria, antioxidante y neuroprotectora (Grecco et al., 2016), estas Ultimas tres
relacionadas con algunas de las hipétesis de la etiologia de la enfermedad de Alzheimer
(EA).

Dentro del género Nectandra se encuentra la especie Nectandra reticulata (Figura 1-1) que
hace parte de la flora silvestre. Esta especie es un arbol de aproximadamente 9 m de
altura, con hojas elipticas (Caicedo Diaz, 2021), a la fecha no posee estudios quimicos, ni
biolgicos diferentes a los desarrollados por nuestro equipo de investigacién. Sin embargo,
si se puede inferir parte de su biosintesis observando los ya mencionados reportes de
metabolitos y actividades que se suelen encontrar en las especies de este género. Estudios
preliminares revelaron que el extracto activo de N. reticulata presenta alta cantidad de
flavonoides (Bustos Rangel, 2021). Se sabe que los flavonoides son una clase importante
de productos naturales con estructuras fendlicas variables, donde se incluyen las flavonas,
isoflavonas, flavanonas, chalconas, flavonoles y sus derivados metilados y glicosilados
(Dewick, 2002).
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Figura 1-1: Reportes fotograficos del arbol de Nectandra reticulata. Fotografias tomadas
por Juanita Pulido Teuta (Noviembre 2021).

1.2 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos que hacen parte del extenso grupo de los compuestos
obtenidos por biosintesis mixta, cuyos blogues constructores son una unidad de benzoil
(Ce) y una de cinamoil (CsCs) derivada de acido shikimico, formando una estructura general
gue comprende el anillo A derivado de la cadena de tricétido, y un anillo B derivada de fenil
propanoide (Dewick, 2002). Los representantes mas abundantes de los flavonoides
naturales son las flavonas y los flavonoles, estos compuestos se encuentran distribuidos
en la mayoria de los 6rganos de las plantas en consideracion a las funciones en defensa
vegetal que desempefian. Se han aislado tanto libres (agliconas), como formando C y O-

glicosidos dependiendo del tipo de enlace que presenten.

Comunmente se encuentran en vegetales, frutas, granos, cortezas, flores, raices, té y vino
(Sang et al.,, 2022). Numerosos reportes indican que los flavonoides poseen mudltiples
efectos biolégicos que son beneficiosos para el tratamiento de la EA. Ademas de ser
antioxidantes, neuroprotectores y captadores de especies radicalarias (ROS 6 RNS), se
sabe que los flavonoides favorecen la interrupcion de la agregacion de B-amiloide, son

agonistas de LXR y promueven alteraciones en el procesamiento de la proteina precursora
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de amiloide a través de la inhibicidn de la B-secretasa y/o la activacion de la a-secretasa,
entre otros (Baptista etal.,, 2014; Fouache etal.,, 2019). Las evidencias anteriores
confirman el potencial de los flavonoides naturales y sus derivados como agentes activos
contra la EA. Asimismo, los convierte en un tipo de moléculas que resaltan en su accion
por no actuar mediante una Unica via sino varias de ellas, lo que permite un aumento en
la probabilidad de su efectividad terapéutica en el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

1.3 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que resulta en la
pérdida irreversible de neuronas, particularmente en la corteza y el hipocampo (Nussbaum
& Ellis, 2003). Esta enfermedad se caracteriza clinicamente por la pérdida progresiva de
la memoria y deterioro de al menos otra funcién cognitiva. De acuerdo con el reporte
Mundial de Alzheimer del 2021, esta patologia es la forma mas comiun de demencia y
representa 50-60% de los casos, lo que corresponde a aproximadamente 33 millones de
personas en el mundo (Alzheimer's Disease International (ADI), 2021). A nivel
histopatoldgico se caracteriza por la acumulacion de dos tipos de agregados proteicos
(placas amiloides y ovillos neurofibrilares (Figura 1-2) (Donoso, 2003), los cuales
desencadenan efectos nocivos para el cerebro, como lo son procesos inflamatorios,

disrupcion de la plasticidad singptica y muerte neuronal (Grgntvedt et al., 2018).

Actualmente se calcula que la incidencia de la EA aumenta con la edad y se duplica cada
cinco a diez afios. Por ejemplo, en personas de 65 a 69 se ha estimado en 0,6%, de 70 a
74 en 1,0%, asi sucesivamente. La prevalencia por su parte aumenta exponencialmente
con la edad, pasando del 3% entre las personas de 65 a 74 afios a casi el 50% entre las
de 85 o0 mas (Castellani et al., 2010; Hebert et al., 2013). Esta enfermedad es conocida a
Su vez por ser una patologia de larga duracion que ademas afecta la calidad de vida y el
desarrollo en sociedad del paciente, por lo que esto conlleva una enorme carga a nivel
emocional y econdmico. Sélo en el 2015 los sistemas de salud mundiales invirtieron cerca
de US$818.000 millones en el tratamiento de los casos reportados de Alzheimer, lo que
equivale al 1,1% del producto interno bruto mundial (WHO, 2021), por lo que es

considerado un problema de salud publica.
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Debido a que no se conocen los mecanismos exactos que desencadenan la muerte
neuronal se han propuesto diferentes hipotesis para explicar los factores desencadenantes
del proceso neurodegenerativo; dentro de estas se destaca el estrés oxidativo, la hipotesis
colinérgica, y la hipétesis de tau (Kepp, 2012; Sanabria-Castro et al., 2017). Para fines de
este documento, Unicamente se van a describir las hipétesis relacionadas con los objetivos

a estudiar.

Figura 1-2: Cambios morfoldgicos caracteristicos de la EA en un cerebro y marcadores
histopatoldgicos de la EA: placas amiloides y ovillos neurofibrilares (Adaptado de Aguirre
Rueda, 2014).

v
Cerebro sano : Cerebro con Alzheimer
.

1.3.1 Hipotesis amiloide

La hipotesis amiloide sugiere que el desequilibrio entre la formacién y la eliminacién de
AB, y su posterior acumulacién, es el desencadenante de una serie de eventos promotores
del desarrollo de la enfermedad (Serrano, 2010). Se sabe que el polipéptido B-amiloide
(AB) es de aproximadamente 4,2 kDa, en la placa senil existen dos tipos diferentes de este
péptido, uno termina en el residuo 40 y el otro en el 42; el AB 42 es el mas toxico y el
componente mayoritario de los agregados ya que forma placas con mayor facilidad que el
AB 40 (Castellani et al., 2010; Serrano, 2010). Teniendo esto en mente es relevante
conocer el mecanismo de produccién de AB, por lo tanto, la hipotesis plantea que esto

puede ocurrir mediante dos vias: amiloidogénica o no amiloidogénica (Figura 1-3).

La via no amiloidogénica es la mas comun y se denomina asi porque no forma agregado

AB (Hernandez & Salas, 2014). La primera etapa de esta via comienza con la accién de la
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o-secretasa, la cual realiza un corte en la proteina precursora amiloide (APP) en el
aminoacido 83 desde el extremo C-terminal, generando un fragmento N-terminal que
permanece en el medio extracelular (sSAPPa) (Hernandez & Salas, 2014; Rius-Pérez et al.,
2018); el sAPPa es soluble, mejora la plasticidad sinaptica y aumenta la resistencia de las
neuronas al estrés oxidativo y metabolico (Folch et al., 2018). En la segunda etapa, que es
similar en ambas vias, un fragmento C-terminal de 83 aminoacidos (C83) se retiene en la
membrana y que posteriormente es escindido por una y-secretasa, produciendo un
pequefio péptido soluble (p3) y un fragmento intracelular (AICD) que funciona como
activador transcripcional. En la via amiloidogénica se genera una situacion
neuropatoldgica, en esta via se observa que el primer corte proteolitico estd mediado por
la B-secretasa, resultando en la liberacion de sAPPB y reteniendo en la membrana un
fragmento de 99 aminoacidos (C99). Seguidamente el C99 es escindido por la y-secretasa,
produciendo asi AB 40/42 y AICD, estos péptidos se agregan en pequefias estructuras
oligoméricas hasta formar las placas seniles (Folch et al., 2018; Hernandez & Salas, 2014;
Rius-Pérez et al., 2018).

Figura 1-3: Esquema representativo de las vias candnicas del procesamiento que sufre
APP. Derecha ruta de generacion de péptido amiloide en la via amiloidogénica.
Izquierda ruptura de APP por via no amiloidogénica (tomado de Knopman et al., 2021).

a Via no amiloidogénica b Via amiloidogénica
a-secretasa y-secretasa B-secretasa y-secretasa
APPsa APPsp
p3 Ap
P A / ~~ R ~B /
APP APP

AlICD AICD
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Evitar la formacion de estas placas seniles es un paso importante para el tratamiento de la
EA. Durante muchos afios se ha intentado modelar esta formacion mediante la inhibicion
de la acetilcolinesterasa (AChEI), entre otros mecanismos. Sin embargo, los resultados no
han sido suficientes para el tratamiento de la enfermedad, debido a que se da mediante
multiples vias. La complejidad de la patologia es lo que genera desafios considerables
para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Sodhi & Singh, 2013). Actualmente
existe un nuevo enfoque terapéutico gue modula la incision de AB mediante la actividad
agonista en receptores nucleares, los cuales juegan un papel esencial en la homeostasis
de los lipidos y la glucosa, la esteroidogénesis y las respuestas inflamatorias (Sodhi &
Singh, 2013).

1.4 Receptores nucleares (RNs) y la EA

Los receptores nucleares (RNs) son un grupo de factores de transcripcion, los cuales son
regulados selectivamente por ligandos liposolubles, como los oxiesteroles (Rastinejad
et al., 2013). Estos lipofilos tienen la caracteristica especial de atravesar la membrana
plasmética e interactuar directamente con los RNs (Sever & Glass, 2013). Cuando los RNs
son activados estos pueden modular genéticamente la actividad de diferentes proteinas y
enzimas, lo que conlleva a una regulacién en el desarrollo, la sefializacion endocrina, el
metabolismo, entre otras actividades biol6gicas (Rastinejad et al., 2013). Ahora bien, los
RNs X del higado (LXR) hacen parte de esta gran familia de los RNs. Se ha comprobado
gue los LXR son una diana terapéutica atractiva para el tratamiento de la EA, esto se debe
a que son capaces de modular procesos importantes como la homeostasis del colesterol,
produccion de B-amiloide (AB) y la inflamacién (Sodhi & Singh, 2013). Es importante
resaltar que el colesterol es indispensable a nivel cerebral ya que contribuye en el
desarrollo neuronal, la plasticidad sinaptica y la funcién cerebral, por lo anterior la
reduccion en el contenido de colesterol traeria graves consecuencias en las funciones
cerebrales. Para el proceso de homeostasis del colesterol se cree que la acumulacién
anormal de colesterol a nivel intracelular aumenta las actividades de BACE1 y y-secretasa
lo que conlleva a la generacion de AB. Se ha observado también que la reduccién de la
cantidad de colesterol consecuentemente disminuye las actividades de las enzimas
anteriormente nombradas, por tanto se disminuye la produccion de AB (Ramén Vazquez
& Ramén Vazquez, 2018; Sodhi & Singh, 2013; Xue-shan et al., 2016).
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Se han reportado varios productos naturales con actividad agonista de LXR, entre los
cuales esta el 2,4,6-trihidroxibenzoato de etilo (ETB). Este compuesto fue aislado del &rbol
caducifolio Celtis biondii, este agonista aumenta la salida de colesterol y reduce los niveles
de colesterol celular en las células THP-1 (Hiebl et al., 2018). Otros ejemplos son las
isoflavonas genisteina y daidzeina y la cianidina (Figura 1-4), la cual es una antocianidina
abundante en frutas y verduras (Hiebl etal., 2018). Sin embargo, los agonistas
anteriormente descritos en literatura presentan una actividad inferior a la de los agonistas
sintéticos. Esto se evidencia en los valores mayores de ECso para los compuestos de
origen natural (estan en el orden micro molar) en comparacion con los de origen sintético,
con valores de ECso entre 20 a 190 nM. Estudios realizados por nuestro equipo de
investigacion indicaron que el extracto de N. reticulata recolectado en el municipio de
Granada tiene una actividad agonista incluso superior al del agonista sintético de referencia
(GW3965) (Valencia Rincon, 2018). Esto permite inferir que existe un potencial prometedor

por parte de este extracto.

Figura 1-4: Estructura quimica de la A) genisteina B) daidzeina y C) cianidina.

HO 0O

HO

A) OH

Los receptores LXR estan estrechamente relacionados con las actividades de ABCAl y
ApoE. Estudios han revelado efectos neuroprotectores de los agonistas de LXR debido a
gue regulan los genes relacionados con el metabolismo del colesterol (Ramén Vazquez &
Ramon Vazquez, 2018; Sodhi & Singh, 2013; Xue-shan et al., 2016). Por otra parte la
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respuesta inflamatoria prominente se asocia con el deterioro cognitivo y la pérdida
neuronal, también se ha demostrado que la activacién de LXR inhibe las expresiones de
genes inflamatorios y por consiguiente la respuesta asociada, esto se debe a la capacidad
de los LXR para inactivar funcionalmente los promotores de genes proinflamatorios (Sodhi
& Singh, 2013).

1.5 Dianas terapéuticas usadas en la EA

Los farmacos disefiados actualmente se basan en disminuir la produccién o mejorar la
depuracion de AB. Los medicamentos de la ultima década han sido disefiados para inhibir
la B- o0 y-secretasa, las enzimas encargadas de liberar AB de su precursor (Huang & Mucke,
2012). Pero ya que han ocurrido multiples fracasos clinicos, los investigadores se han
cuestionado estas estrategias de tratamiento y se ha propuesto ahora como opcién de
farmacos medicamentos que actien sobre multiples dianas. Actualmente, la mayoria de
los medicamentos que estan avalados por la FDA son tratamientos paliativos, los cuales
tienen la funcion de mantener las capacidades fisicas y mentales del paciente. Estos
farmacos actian ya sea por la inhibicién de la AChEI o son antagonistas de los receptores
de acido N-metil-D-aspartico (NMDAR) (Folch etal.,, 2018). En la EA se produce
precozmente una reduccién de las neuronas colinérgicas (Donoso, 2003), por tanto los
tratamientos intentan mitigar la degradacion de la acetilcolina que adn se produce en el
cerebro. Los medicamentos avalados por la FDA que actian mediante este mecanismo
son la galantamina, rivastigmina, donepezilo y tacrina (Tamayo et al., 2020). Por ejemplo,
la galantamina(Figura 1-5), alcaloide isoquinolinico, que se puede encontrar en plantas de
la familia Amaryllidaceae (Akram et al., 2021). La rivastigmina por su parte es un alcaloide
sintético desarrollado a partir de la fisostigmina (Figura 1-5), la cual también tiene actividad
contra acetilcolina, fue aislada del arbusto perenne de Africa occidental Phisostigma
venenosum (Batiha etal., 2020). En la actualidad existe un inhibidor de glutamato
aprobado por la FDA, la memantina, este farmaco actta regulando la produccién excesiva
de glutamato que se genera por las células de pacientes que poseen la EA, el glutamato
cuando se encuentra en grandes cantidades en el cerebro se adhiere a “puntos de
enganche” llamados receptores N-methyl-D-aspartato (NMDA) (Tamayo et al., 2020), los

cuales intensifican el dafo celular.
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Figura 1-5: Estructura quimica de la A) galantamina B) fisostigmina.

i)
B) CHs

Gran parte de los farmacos actualmente aprobados para el tratamiento de la EA se basan
en PNs. Se sabe que en las ultimas dos décadas se ha potencializado la busqueda de PNs
como farmacos anti-EA que actlan a través de mecanismos farmacologicos especificos,
como el B-amiloide, la B-secretasa 1 y la AChEI (Tundis et al., 2018). Histéricamente la
mayoria las plantas encontradas en la bibliografia para esta patologia ayudan con la
pérdida de la memoria, en este caso actlan como tratamiento paleativo como Zingiber
officinale (Zingiberaccae), Moringa oleifera (Moringaceae), Crocus sativus (Iridaceae),
Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), entre otras (Akram & Nawaz, 2017). También existe un
interés particular en plantas con efecto neuroprotector como lo son las especies Galanthus
y Narcissus (Amaryllidaceae), Berberis (Berberidaceae) y Cistus, Thymus, Salvia y
Sideritis (Lamiaceae) (Tundis et al., 2018).

Recientemente, la FDA aprobé el aducanumab de Biogen, ahora conocido como Aduhelm.
Esta proteina de anticuerpo recombinante tiene el propésito de disminuir en los cerebros
de los pacientes la proteina B-amiloide (AB), mediante la union selectiva al extremo N-
terminal de A en una conformacion extendida (Gandy et al., 2021). Sin embargo, médicos
y pacientes han generado una gran controversia por la falta de ensayos clinicos y rapida
aprobacion por parte de la FDA (Gandy et al., 2021). A pesar de todos los esfuerzos de la
ciencia en la basqueda de alternativas terapéuticas, actualmente no existen medicamentos

o terapias curativas de la EA.

Teniendo en cuenta el panorama anterior y considerando que los estudios realizados por

nuestro equipo de investigacion, han evidenciado que el extracto de N. reticulata present6



Capitulo 1 15

actividad agonista de LXR i superior al de GW3965 (Valencia Rincén, 2018), junto a otro
tipo de acciones biol6gicas como la actividad neuroprotectora frente a los radicales libres
provocados por el paraquat (Bustos Rangel, 2021); es de nuestro interés identificar en el
extracto activo de N. reticulata algunos metabolitos secundarios que permitan monitorear
la actividad agonista prometedora evidenciada hasta hoy. Esto se justifica debido a que se
sabe que existen plantas en las que no es posible o rentable separar sus componentes
activos ya que en su matriz existen miles de metabolitos secundarios. Por otro lado, los
metabolitos en una planta pueden variar de acuerdo a sus condiciones fisiologicas,
genéticas y ambientales (fotoperiodo, clima, condiciones del suelo, disponibilidad de
nutrientes y humedad) (Sahoo et al., 2010). Adicionalmente, los componentes se pueden
ver afectados debido a factores como el procedimiento de extraccion, secado y
almacenamiento (Sahoo et al., 2010). Por todo lo expuesto anteriormente es evidente la
necesidad de identificar algunos metabolitos, los cuales servirian como biomarcadores
para analizar la actividad agonista y de esta forma asegurar que el extracto usado para el
fitoterapeutico contiene los compuestos activos. Ademés de esto, también es necesario
optimizar la extraccién, ya que esto permite encontrar las mejores condiciones en las
cuales se extraiga la mayor cantidad posible de los componentes activos y asi hacer mas
rentable el proceso.

1.6 Disefio de experimentos

El uso de disefio de experimentos para la optimizaciébn de una extracciébn es una
metodologia que en los Ultimos afios se ha utilizado de forma intensiva. Esto se debe
principalmente a que minimiza costos y tiempo, a la vez que maximiza la eficiencia,
productividad y calidad del producto y/o proceso (Benedetti et al., 2022; Sahu et al., 2018).
Entre las razones para utilizar un disefio experimental, esta el hecho que, para evaluar
todas las variables, obtener resultados confiables y realizar analisis estadisticos confiables
no es suficiente con ensayos separados de prueba y error. Para lograr estos objetivos se
debe planificar un niumero coherente de experimentos en el cual se reduzca el tiempo de
trabajo y se mejore la calidad de la informacion obtenida de los resultados. Naturalmente,
para que esto se pueda plantear es necesario que el investigador invierta tiempo en
conocer su sistema recolectando informacion de literatura o haciendo ensayos
preliminares, seleccionando asi tanto las variables de respuesta como las variables

independientes (factores), el intervalo en el que desea explorar esos factores (dominio) y
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su prioridad dependiendo del disefio seleccionado y el sistema en estudio (niveles). Por
ejemplo, entre los factores en extraccion pueden encontrarse: tiempo de contacto con el
solvente, temperatura, presion, relacion material:solvente, polaridad del solvente, etc. Al
conocer esta informacion preliminar sobre su experimento para el investigador ya es
sencillo plantear su disefio experimental, con el cual lograra una inversion de mano de obra

mucho menor y, consecuentemente un tiempo y costo menor (Rodrigues & lemma, 2014).

Los factores en un disefio experimental se analizan simultdneamente, es decir, que se
puede determinar si existen efectos sinérgicos o antagénicos entre los factores de interés
sobre la(s) variable(s) de respuesta (Olivero et al., 1995). Esto es una ventaja importante
ya que proporciona un conocimiento mas detallado del sistema objeto de estudio. Es
importante indicar que es posible optimizar mas de una variable de respuesta con un
mismo conjunto de experimentos, también se puede calcular el error experimental,
seleccionar el modelo matematico que se ajusta mejor a los valores, analizar los datos
mediante superficies de respuesta, entre otras muchas mas opciones que tiene este tipo
de aproximacion (Olivero et al., 1995; Rodrigues & lemma, 2014). Todo lo anterior permite
concluir que esta es una metodologia sdlida estadisticamente hablando, aceptada

cientificamente y aplicable a muchas ramas de la ciencia.

Existen diferentes disefios experimentales para optimizar los diferentes problemas que
existen en la cotidianidad. Para saber qué disefio se debe utilizar en una determinada
situacion se debe tener claro: 1. El objetivo del experimento. 2. El nimero de factores a
estudiar. 3. El nUmero de niveles que se prueban en cada factor. 4. Los efectos que
interesa investigar (relacién factores-respuesta). 5. El costo del experimento, tiempo vy

precision deseada (Gutiérrez Pulido, 2012).

Estos items no son independientes entre ellos, pero es importante tener la respuesta a
cada uno. Generalmente se usa el primer item como clasificacién general y los otros items
son utiles para sub-clasificarlos. En ese orden de ideas la clasificacion por el objetivo del
experimento seria la representada en la figura 1-6 (Gutiérrez Pulido, 2012). En el contexto
gue se encuentra esta investigacion se requiere encontrar un disefio que permita la
optimizacion del proceso de obtencion del extracto de N. reticulata. Este tipo de disefios

se ubica en el subgrupo “Disefios para la optimizacion de procesos”.



Capitulo 1 17

Figura 1-6: Clasificacion de los disefios experimentales (Gutiérrez Pulido, 2012).

1) Disefios para comparar dos o mas tratamientos
a) Disefios completamente al azar
b) Disefio de blogues completos al azar
c) Disefio de cuadros latino y grecolatino
2) Disefios para estudiar el efecto de varios factores

sobre una o mas variables de respuesta
a) Disefios factoriales 2%
b) Disefios factoriales 3%

c) Disefios factoriales fraccionados 2k

3) Disefios para la optimizacion de procesos
a) Disefios para el modelo de primer orden
i) Disefios factoriales 2%y 2k¢
iy Disefio de Plakett-Burman
i) Disefio simplex
b) Disefios para el modelo de segundo orden
i) Disefio de composicion central
i) Disefio Box-Behnken

iy Disefios factoriales 3y 3ks
4) Disefios rohustos

5) Disefios de mezclas

Ahora bien, un modelo de primer orden estaria representado por la siguiente ecuacion

(ecuacion 1.1):

Y =B+ X, Bix; + € (11)

Y un modelo de segundo orden (ecuacion 1.2):

- k K 2 k k

Y = Bo+ Xiz1 Bixi + Xi=1 Buxi + Xizic Xj=1Bijxixj + € (1.2)
donde los Bj son los parametros del modelo que se conocen como coeficientes de
regresion y € es el error aleatorio, con media cero. La interpretacion seria 30 es la

ordenada al origen, y Bj mide el cambio esperado en Y por cambio unitario en Xj cuando

el resto de las variables regresoras se mantienen fijas o constantes (Gutiérrez Pulido,

2012). ElI modelo de primer orden tiene unas desventajas importantes con respecto al
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modelo de segundo orden y es que no permite evaluar las interacciones que puedan existir
dentro de los factores, por ello para el objetivo de este documento seria pertinente un
modelo de segundo orden. Dentro de los modelos de segundo orden se encuentran los
disefios de composicion central, Box-Behnken (BBD) y disefios factoriales. Los reportes
en literatura indican que el BBD es ligeramente mas eficiente que el disefio compuesto
central pero mucho mas eficiente que los disefios factoriales de tres niveles, donde la
eficiencia de un disefio experimental se define como el nimero de coeficientes en el
modelo estimado dividido por el nUmero de experimentos (Ferreira et al., 2007). Se sabe
también que no presenta experimentos en condiciones extremas ya que no genera
combinaciones simultaneas de niveles mas altos y bajos (Ferreira et al., 2007; Goud et al.,
2019). Complementando las ventajas de este disefio que sabe que permite utilizar la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) como herramienta estadistica y matemética
para analizar las variables y las respuestas (Raissi & Farsani, 2009). Es por ello, que para
este trabajo se seleccioné el BBD como disefio experimental para evaluar las variables
independientes y dependientes del proceso de extraccion de N. reticulata.

Todo lo anterior permite identificar el uso de disefio de experimentos para la optimizacion
de procesos como herramienta estadistica adecuada para optimizar todas las variables del
proceso de extraccion del extracto activo de N. reticulata. Esta metodologia favoreceria y
aportaria en muchos aspectos este estudio relacionado con nuevas opciones terapéuticas

en el tratamiento de la EA y el nuevo target terapéutico de LXR.

1.7 Justificacion

Teniendo en cuenta lo anterior, se retoma el hecho que la EA produce una disminucion de
la cantidad de neuronas, reduce la actividad sinaptica de las mismas y ademas de ello
genera acumulados celulares téxicos, todas estas caracteristicas histopatolégicas
demuestran la necesidad desde el punto de vista farmacolégico de generar opciones de
tratamiento encaminadas a varias dianas terapéuticas. Los agonistas de los receptores
LXR se han convertido en una propuesta interesante, debido a que al activar el LXR se
observa una reduccion de la inflamaciéon producida por la EA y lo mas importante, es que
se genera una modulacién en la produccién de colesterol y de B-amiloide debido al

incremento en la expresion de ABCALl y ApoE. Esto ultimo se debe a que cuando el
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colesterol disminuye, las APP se dividen mediante la via no amiloide, evitando asi la
formacion de agregados extracelulares caracteristicos de EA.

En los estudios realizados por nuestro grupo de investigacion se demostrd que el extracto
etandlico de N. reticulata posee actividad agonista de LXR, se observé un aumento claro
en la expresion de ABCA1 y ApoE en modelos murinos incluso superior a la del agonista
sintético de referencia (GW3965) (Valencia Rincon, 2018). Adicionalmente se evidencié un
potencial neuroprotector del extracto (Bustos Rangel, 2021). Teniendo en cuenta los
importantes resultados mostrados por el extracto de N. reticulata en los estudios previos,
en este trabajo se plantea la determinacion de los compuestos del extracto y la
optimizacion de su extraccion como insumo primordial en busca de caracterizar el perfil
activo del extracto, en pro de la busqueda de opciones a mediano plazo para el tratamiento

de EA mediante la generacién de un fitoterapéutico.
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2.Capitulo 2: Identificacion de los
marcadores presentes en el
extracto de Nectandra reticulata
y evaluacion de su actividad
agonista

2.1 Introduccidn

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comin de demencia, esta patologia
afecta a alrededor de 30 millones de personas en el mundo (WHO, 2021). Las personas
gue poseen esta enfermedad presentan una disminucion progresiva de la memoria, el
pensamiento, el lenguaje y la capacidad de aprendizaje (Duthey, 2004). La histopatologia
de la EA estéa relacionada con la lesiébn y muerte de neuronas y con la presencia de placas
seniles y ovillos neurofibrilares (Duthey, 2004). La evidencia actual indica que no existe
una via unica que produzca esta enfermedad (Calabro et al., 2020). Se han propuesto
diferentes hipotesis sobre la etiologia de la patologia, todas descritas como factores que
desencadenan la formacion de dos tipos de agregados proteicos (ovillos neurofibrilares y
placas amiloides), y la disminucion de acetilcolina. Una hipétesis alternativa que ha sido
objeto de estudio postula que el desarrollo de la EA esta asociado a cambios relacionados
con la regulacién de los lipidos, ya que los pacientes con esta patologia presentan
aumentos sustanciales en los niveles de colesterol (Mohandas et al., 2009). Es por ello
gue actualmente se evidencia la necesidad de que los farmacos propuestos deben actuar

por multiples vias.

En los ultimos afos, algunas investigaciones se han centrado en un objetivo emergente
llamado receptores nucleares hepéticos (LXRs). Estos receptores estan relacionados con

la regulacion de apoliproteina E (ApoE) y del transportador dependiente de ATP-1
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(ABCA1), lo que no solo ayuda a eliminar AR (B-amiloide), sino que también modula los
niveles de colesterol y la inhibicion de la produccion de APP (proteina precursora de
amiloide) (Sodhi & Singh, 2013). Teniendo en cuenta los estudios realizados por nuestro
grupo de investigacion, los cuales han demostrado actividad agonista de LXRs del extracto
de hojas de Nectandra reticulata (Bustos Rangel, 2021) y el hecho que, a la fecha, no
existen reportes de metabolitos para esta especie, es decir, que alin no se ha caracterizado
su perfil metabdlico, esta investigacion se realiz6 con el objetivo de identificar los
metabolitos alli presentes. Para cumplir este fin se us6 cromatografia liquida de ultra alta
resolucion en fase reversa (RP-UHPLC) acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD)
y a un espectrémetro de masas de alta resolucién con fuente de ionizacién por electrospray
(ESI-HR-MS). Adicionalmente, se estudi6 si esos compuestos pueden explicar la actividad
agonista de los LXR por medio de una estrategia in silico y una estrategia in vivo en células
U87-MG.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Material vegetal

Las hojas de N. reticulata se recogieron en el municipio de Granada, Cundinamarca en
Colombia. Un ejemplar de la especie fue depositado en Herbario Nacional Colombiano de
la Universidad Nacional de Colombia y determinado con el cédigo COL547368. Este
material vegetal se sec6 a temperatura ambiente, se molié a un tamafio de particula inferior
a 2 mm y se extrajo por percolacion con etanol al 96% (v/v). Posteriormente, el solvente

se elimind a presion reducida a una temperatura no mayor a 40 °C.

2.2.2 Reactivos y material bioldégico

Se adquirieron estandares analiticos de luteolina de Fluka Analytical (Francia); kaempferol,
acido p-cumarico y quercetina de SIGMA (China, Reino Unido e India, respectivamente).
Todos los estandares poseian mas del 95% p/p de pureza y se encontraban en estado
solido. El metanol, el cloroformo y el acetonitrilo, ambos de grado HPLC, se adquirieron de
Honeywell (Muskegon, Michigan, Estados Unidos). El &cido férmico grado HPLC-MS se
obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania). El acetonitrilo de grado HPLC-MS LiChrosolv

Supelco de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania) y el &cido féormico y &cido acético de
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grado HPLC-MS Lichropur de Merck (Darmstadt, Alemania). Sephadex LH-20 de Sigma
aldrich (Missouri, Estados Unidos) y SilicaFlash 60A de Silicycle (Canada).

El suero fetal bovino de Microgen (Bogota, Cundinamarca, Colombia), la
penicilina/estreptomicina, DMEM (dulbecco modificado de Eagle Medium) se obtuvieron
de la marca BioWest (Florida, Estados Unidos) y el MTT de Gold Bio (Estados Unidos). La
UltraPureTM DEPC-Treated Water se adquirio de ThermoFisher (cuidad) y el kit Luna®
Universal One-Step RT-gPCR de Biolabs (Inglaterra). N,N-dimetilformamida de Merck
(Alemania) y el dodecilsulfato sodico (SDS) de PanReac AppliChem ITW Reagents
(Estados Unidos).

Las células U87-MG se cultivaron a 37 °C y 5,0% de CO; con suero fetal bovino al 5% v/v,
1% v/v de Penicilina/Estreptomicina en DMEM alto en glucosa, teniendo en cuenta el
protocolo estandarizado por el grupo de investigacion de Muerte celular del Instituto de

Genética.

2.2.3 Hidrélisis acida del extracto vegetal

Se hidrolizaron 50 mg del extracto vegetal a reflujo (80 °C) durante 2 h. Esto se realizé con
5 mL de HCI 1,2 My 2 mg de acido ascérbico en una mezcla hidroalcohdlica de metanol
(Nuutila et al., 2002). Se realizaron hidrélisis cambiando la proporcién de metanol en el
solvente de reaccion, ensayando soluciones acuosas de metanol al 50, 75y 80% (v/v).
Pasado el tiempo de reaccion, se llevd a temperatura ambiente y a pH entre 4-6,
posteriormente se aforé a un volumen de 10,0 mL en un bal6on aforado. El producto de la

reaccion se filtré a través de un filtro de 0,45 mm antes del andlisis por RP-UHPLC-DAD.

2.2.4 Identificacidén de los compuestos de la muestra

Las muestras (extracto crudo y productos de la reaccién de hidrélisis) se analizaron en un
sistema Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, San Jose, California, Estados Unidos)
equipado con bomba, automuestreador y detector de arreglo de diodos (DAD) y utilizando
una columna RP Hypersyl Gold (Thermo Scientific; 150 mm x 2,1 mm di; tamafio de
particula 1,9 um) a 40 °C. Las fases moviles utilizadas fueron agua / &cido férmico (99,9/0,1
v/v) (eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B). El programa de elucién fue de 0 a 4 min,

gradiente lineal 5-20% B; de 4 a 10 min, isocratico en 20% B; de 10 a 12 min, gradiente
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lineal 20-25% B; de 12 a 16 min, isocratico en 25% B; de 16 a 22 min, gradiente lineal 25-
52% B; de 22 a 26 min, isocratico en 52% B; de 26 a 30 min, gradiente lineal 52-70% B;
de 30 a 33 min, gradiente lineal 70-100% B; de 33 a 36 min, isocratico en 100% B; de 36
a 41 min, gradiente lineal 100-5% B; de 41 a 46 min, isocratico en condiciones de inicio
cromatogréafico (5% B) (Lei et al., 2019). El caudal utilizado fue de 400 yL/min con un

volumen de inyeccién de 5 pL.

El extracto crudo también se analiz6 en un sistema de cromatografia liquida Agilent
Technologies 1260 acoplado a un analizador de masas de cuadrupolo con tiempo de vuelo
Q-TOF 6545 con ionizacion por electrospray (Santa Clara, California, Estados Unidos).
Para la separacidn, se usaron las mismas condiciones previamente descritas, Unicamente
se cambid la deteccidn del sistema. La ionizacién por espectrometria de masas se realizd
por ESI, en modos positivo y negativo con un voltaje de fuente de 3000 V y una temperatura
del tubo de transferencia de iones de 290 °C. Los datos se colectaron en modo full scan,
con un intervalo de m/z de 100 a 1100. La identificacion se realizé teniendo en cuenta los
tiempos de retencion, espectros UV-Vis, datos de HR-MS/MS, coincidencia con la
informacion obtenida para algunos estandares analizados bajo las condiciones en que se

analiz6 la muestra y comparacion con la literatura.

2.2.5 Acoplamiento molecular

Se realizé un ensayo de acoplamiento molecular a través de Autodock Vina (versiéon
v.1.2.0). Alli se analizé la capacidad de los compuestos identificados para unirse a LXRa
o LXRB. La estructura tridimensional de LXRa y LXRB (PDB ID: 1PQ6 y 3IPQ,
respectivamente) se obtuvo del Protein Data Bank y su archivo pdbgt se prepar6
eliminando moléculas de agua y todos los ligandos incluidos en el cristal, asimismo se
adicionaron todos los atomos de hidrogeno. La visualizacién de las moléculas y las
predicciones de acoplamiento se realizaron en el visor molecular UCSF Chimera 1.15. La
caja de la rejilla de acoplamiento se cre6 con un tamafio de 25 x 25 x 25 A. Luego, se
realizé el re-acoplamiento molecular de GW3965 en LXRa y LXRB (1PQ6 y 3IPQ) con el
objeto de validar la metodologia empleada. Ademas, se llevd a cabo el acoplamiento
molecular de dos flavonoides previamente reportados activos (quercetina y apigenina)

como parte de los estudios de validacion (Fouache et al., 2019). Posteriormente, se realizd



Capitulo 2 25

el acoplamiento molecular de los metabolitos identificados en el extracto y se analizaron

las interacciones entre el ligando y el receptor nuclear.

2.2.6 Purificacion de afzelina

Quince gramos de extracto de hojas N. reticulata se fraccionaron por medio de
cromatografia liquida al vacio (CLV), usando cémo fase mavil clorofomo:metanol en
gradiente (desde 1:9 hasta 1:1). Se eluyeron 30 fracciones las cuales fueron reunidas de
acuerdo a su perfil en CCD obteniendo 17 fracciones finales (NR1-NR17); las cuales se
chequearon por UHPLC a 350 nm, con el fin de determinar las fracciones con presencia
de flavonoides glicosilados.

Las fracciones NR9 y NR 10 se seleccionaron para su purificacion mediante cromatografia
en columna sucesivas usando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y cédmo fases
moviles cloroformo:metanol 1:1, metanol, hexano:acetona:metanol 1:1:1, obteniendo 8,15

mg de afzelina.

2.2.7 Ensayo de supervivencia celular (MTT)

El ensayo de MTT es un método colorimétrico conocido que permite cuantificar la viabilidad
celular de manera indirecta (Plumb, 2004). El ensayo consiste en evaluar la actividad
metabdlica de una enzima mitocondrial, esto sucede a través de la reducciéon de la sal
amarilla 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) en un compuesto azul-morado

de formazan, por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial.

Las células U87-MG se sembraron en una caja de 96 pozos con una concentracion de
6000 células/pozo en 100 uL del medio previamente descrito. Las células se mantuvieron
37 °Cy 5,0% de CO; por 24 h hasta lograr una confluencia entre el 70-80% células/pozo.
Seguidamente se retird el medio de cultivo y se adicionaron 100 pL de cada uno de los
tratamientos (quercetina, quercitrina, afzelina y kaempferol) en un rango de
concentraciones entre 1 uM a 200 uM en DMEM alto en glucosa al 1% v/iv de
penicilina/estreptomicina. Este sistema se incubd por 24 h. Al finalizar el tiempo, se
adicionaron 10 pL de la solucién de MTT (5 mg/mL en PBS) y se incub6 por 4h. Luego, se
retird el medio y se adicionaron 100 pL de buffer de lisis celular (40% v/v de N,N-
dimetilformamida, 5% v/v de &cido acético glacial y 16% p/v de SDS en agua bidestilada)

a cada pozo, la placa se llevo al lector de placas (TekanSunriseTM, Austria), donde se
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agit6 a 65 rpm por 15 min y se realizo la lectura de absorbancia a 540 nm. Los datos fueron
analizados en la plataforma GraphPad Prim8.

2.2.8 Extraccion de RNA de cultivo celular

Para el andlisis de expresion se sembraron células U87-MG en cajas de Petri de 100 mm,
24 h después se trataron con los compuestos a las dosis seleccionadas del MTT. Todos
los materiales y superficies fueron limpiadas con agua tratada con DEPC (UltraPureTM
DEPC-Treated Water) para evitar la degradacion del RNA. Se usé el protocolo estipulado
por el fabricante y previamente estandarizado por el grupo de investigacién de Muerte
celular del Instituto de Genética. Con la posterior verificacion de la calidad del RNA en gel

de agarosa (Bustos Rangel, 2021; Caicedo Diaz, 2021).

2.2.9 RT-gPCR

El RNA total fue usado para el ensayo de la transcripcion reversa con el kit Luna® Universal
One-Step RT-gPCR kit (E3005, New England Biolabs) de acuerdo con el protocolo del
fabricante y procedimiento estandarizado por el grupo de investigacion del grupo Muerte
celular del Instituto de Genética (Bustos Rangel, 2021). La reaccién se realiz6 con un
volumen total de 10 pyL. La RT-gPCR se realizé en el sistema de deteccion CFX96
TouchTM Real-Time PCR (BioRad) con 45 ciclos. Los primers usados fueron disefiados
por el grupo Muerte celular (Bustos Rangel, 2021). Los datos fueron analizados en el
Software CFX ManagerTM (BioRad) y GraphPadTM Prism 8.0 (La Jolla, California,

Estados Unidos). Se us6 el método de ACt para determinar la cuantificacion relativa.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Identificacion de metabolitos secundarios en el extracto

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto activo de N. reticulata fueron
identificados usando RP-UHPLC-DAD-ESI-MS. En la Tabla 2-1 se observa que el extracto
posee tres compuestos con espectro UV-Vis caracteristico de los flavonoides glicosilados.
Estos tres compuestos representaron el 99,4% (Figura 2-1) del area cromatografica

registrada a 355 nm. Los espectros UV-vis de los flavonoides se caracterizan tipicamente
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por dos maximos de absorcion (es decir, Banda Il y Banda I)(Lei et al., 2019). Dependiendo
de la longitud de onda de los maximos, se pueden diferenciar distintos tipos de flavonoides.
El espectro UV para los compuestos 1-3 mostré6 maximos de absorbancia a longitudes de
onda cercanas a 255 y 355 nm (Tabla 2-1), lo que coincide con los maximos caracteristicos
de flavonas o flavonoles. De la literatura se sabe que este tipo de flavonoides tienen la
Banda | entre 300-380 nm y la Banda Il entre 240-280 nm, con desplazamientos
hipsocromicos si estan glicosilados o metilados (Mabry et al., 1970). Complementando
esta informacion se puede examinar en la misma tabla los iones moleculares de los
compuestos ([M+H]* o [M-H]). La masa molecular de las flavonas o flavonoles oscila entre
220y 301 a.m.u. (Fabre et al., 2001). Sin embargo, las masas observadas en este trabajo
son mucho mayores, por ende, se espera que estas flavonas o flavonoles presentes en el

extracto estén glicosiladas o presenten diferentes patrones de sustitucién en su estructura.

El primer compuesto que se identificé posee tiempo de retencién (TR) 7,80 min y se
caracteriza por ser el mas abundante, con un area relativa de 84,5% a 355 nm (Figura 2-
1). Este pico cromatografico tiene dos maximos de absorbancia a 260 y 349 nm, asimismo
se evidencia la sefial del ibn molecular en modo negativo con m/z de 447,0936 ([M-H])
(Tabla 2-1). La fragmentacién del pico de ibn molecular muestra el desprendimiento de un
fragmento de ramnosilo, dando asi una aglicona de m/z 300,0273, que es probable que
sea producto de una fragmentacién homolitica del ion original (Geng et al., 2009; Hvattum
& Ekeberg, 2003).

En modo positivo, no se observé ninguna sefial debida al ion molecular, en cambio, estaba
presente una sefial correspondiente a la aglicona a m/z 303,0509 [M-ramnosa+H]*. Estas
sefales sugieren que el compuesto 1 posee quercetina como flavonoide en su estructura.
Cuando se hidrolizé el extracto crudo, esta aglicona aparecié como el producto de reaccién
mas abundante (TR a 12,29 min, UVmax a 257 y 368 nm) (Figura 2-2 y Tabla 2-2). Es asi
como se concluyé que el compuesto 1 correspondia a la quercitrina (Quercetina-3-

ramnosido) (Figura 2-3a).
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Figura 2-1: Perfil cromatografico del extracto etandlico de Nectandra reticulata registrado a 355 nm.
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Tabla 2-1: Identificacion de los marcadores mediante RP-UHPLC-DAD y RP-UHPLC-ESI-HR-MS/MS.

Pico Tiempo UV A MSt MS? Molecular AME Identificacion
no. de (nm) formula (ppm)
retencién
(min)
1 7,80 260; 447,0936 300,0273 C2iH20011 1,8 Quercitrina
349 [M-HJ [M-ramnosa-H] *
303,0509
[M-ramnosa+H]*
2 9,44 266; 431,0980 284,0323 C21H20010  -0,5 Afzelina
341 [M-HJ" [M-ramnosa-HJ *
287,0561
[M-ramnosa+H]*
3 14,26 268; 593,1296 285,0396 CzoH26013  -0,2 Kaempferol 3-(6"-p-
314 cumaroilglucésido)
[M-H] [M-cumaroilglucésido-H] 0
kaempferol 7-(6"-p-
cumaroilglucésido)
595,1464 309,0981
[M+H]* [M-kaempferol+H]*

287,0559

[M-cumaroilglucésido+H]*

AME: Error en la exactitud de la masa (ppm), en inglés accurate mass error.
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El andlisis del segundo pico con TR 9,44 min permiti6 observar dos maximos de
absorbancia a 260 y 341 nm, &rea relativa de 8,0% a 355 nm (Figura 2-1) y un pico de i6n
molecular en modo negativo a m/z 431,0980. La fragmentacion de este ibn molecular
produjo un i6n hijo de m/z 284,0323, como resultado de una pérdida de ramnosa ([M-
ramnosa-2H] *). Por otra parte, en modo positivo no se encontrd el pico de ibn molecular,
Unicamente se observo la pérdida de azlcar y la sefial de la aglicona a m/z de 287,0561
[M-ramnosa+H]*. El ion de m/z 284,0323 en el modo de ion negativo, junto con el ion de
m/z 287,0561 y los maximos UV son indicativos de la presencia de kaempferol o luteolina.
Al hidrolizar el extracto la Unica aglicona presente fue kaempferol (Figura 2-2, Tabla 2-2).
Por tanto, se concluye que el compuesto 2 corresponde a kaempferol-3-ramnésido,
comunmente conocido como afzelina (Figura 2-3b). Es importante sefialar que tanto la
guercitrina como la afzelina han sido previamente reportadas en otras especies del género
Nectandra, como N. glabrescens, N. grandiflora y N. amazonum (Barbosa-Filho et al.,
1989; Garcez et al., 1999; Ribeiro et al., 2005), esto confirma la correcta identificacion de
los picos cromatogréficos.

El compuesto 3, con TR 14,26 min, posee absorbancia maxima a 268 y 314 nm y area
relativa de 6,9% a 355 nm (Figura 2-1). Este compuesto en modo positivo presenta la sefial
del pico de i6n molecular y la pérdida de cumaroilglucésido en m/z 595,1464 [M+H]*y m/z
287,0559 [M-cumaroilglucésido+H]*, respectivamente. De forma similar, en modo negativo
se observé el ibn molecular en m/z 593,1296 [M-H] vy la pérdida de cumaroilglucésido en
m/z 285,0396 [M-cumaroilglucésido-H] . Adicionalmente, en modo positivo se observé una
sefal a m/z 309,0981 [M-kaempferol+H]* que es comldn en metabolitos que presentan al

cumaroilglucésido como sustituyente en su estructura (Felipe et al., 2014).

Los iones hija, tanto en modo negativo como positivo, muestran que hay un flavonoide con
una masa molecular de 286 a.m.u. en la estructura. Como se mencioné anteriormente, la
Unica aglicona posible (producto de la reaccion de hidrdlisis) es el kaempferol. Ademas de
esto, se confirmd la presencia de &cido p-cumaérico en el extracto hidrolizado (Figura 2-2 'y
Tabla 2-2). A pesar de que se conoce que existe el sustituyente p-cumaroilglucésido en la
estructura del compuesto 3, con estas condiciones de andlisis no es posible afirmar si la

sustitucién del cumaroilglucésido esta en la posicién 3 o 7 del nacleo flavonoide.
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Figura 2-2: Perfil cromatogréfico de los diferentes hidrolizados tomados a 310 nm entre 0 y 20 min. A) Extracto no hidrolizado. B)
Hidrdlisis al 80% (v/v) de metanol acuoso. C) Hidrélisis al 75% (v/v) de metanol acuoso. D) Hidrolisis al 50% (v/v) de metanol

acuoso.
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Tabla 2-2: Comparacion con estdndares de las agliconas presentes en el extracto
posterior a la hidrélisis acida.

Compuesto Tiempo de UV estandar A Tiempo de UV A (nm)
retencién del (nm) retencién extracto
estandar hidrolizado
Quercetina | 12,30 257; 368 12,29 57; 368
Kaempferol | 16,59 267; 367 16,57 267; 366
Luteolina | 12,63 256; 348 12,54* 230; 310*
Acido p- | 6,15 227; 310 6,16 229; 311
cumarico

*No existe coincidencia entre los maximos de absorbancia del estandar y el producto de
reaccion.

Figura 2-3: Estructura de los compuestos identificados en el extracto etandlico de
Nectandra reticulata. A) quercitrina. B) afzelina. C) kaempferol 3-(6"-p-cumaroilglucésido)
o kaempferol 7-(6"-p-cumaroilglucésido).

OH

HO HO OH

OH
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Estudios previos del género Nectandra mostraron la presencia de algunos derivados del
kampferol, glucosilados en la posicién 3, como el kaempferol-3-O-a-ramnopiranésido y el
kaempferol-3-O-a-(3,4-di-E-p-cumaroil)-ramnopiranésido (Conserva et al., 2021). Algunos
estudios de la familia Lauraceae indican que la mayoria de los compuestos elucidados
tienen la sustitucion en C-3, de hecho, los flavonoides quercetina y kaempferol son los
flavonoides mas comunes (Grecco et al., 2016; Macias-Villamizar et al., 2015). También si
se considera la biosintesis de flavonoides glicosilados en plantas, se sabe que la
sustitucibn mas comun también se encuentra en C-3 (Xiao et al., 2014, Yin et al., 2012).
Se sabe que existen enzimas como la UDP-flavonoide-3-O-glucosil transferasa que
exhiben estricta regio-selectividad para el C-3 (Xiao etal., 2014). Lo anterior permite
conclur que es mas probable que el compuesto 3 sea kaempferol-3-(6"-p-

cumarilglucésido) y no kaempferol-7-(6"-p-cumarilglucésido) (Figura 2-3c).

2.3.2 Evaluacion de las condiciones de hidrolisis

La identificacibn presentada en la seccion anterior requeria la confirmaciéon de las
agliconas por hidrdélisis. La hidrélisis acida del extracto crudo permitié no solo identificar las
agliconas de los flavonoides glicosilados presentes en el extracto, sino que también reveld
un efecto importante de la composicién de la mezcla de solventes en la hidrélisis. Para
confirmar la presencia de quercetina, acido p-cumarico y descartar la presencia de luteolina
o kaempferol, se analizaron estandares auténticos en las mismas condiciones

cromatogréficas que se analizaron el extracto crudo y el hidrolizado.

La reaccion de hidrdlisis se realiz6 para producir la aglicona y otros sustituyentes presentes
en el compuesto original. Al hacerlo, es importante encontrar condiciones en las que el
compuesto se hidrolice y los constituyentes liberados sean no sélo estables sino también
solubles. Teniendo esto en cuenta, no solo la concentracion de acido, la temperatura, sino
también la composicién del solvente de reaccion juegan un papel importante (Tolosa et al.,
2018). La figura 2-2 muestra que cuando se realizo la hidrdlisis con metanol acuoso al 50
0 70% (v/v), se observo una hidrdlisis incompleta del compuesto 1. En cambio, cuando se
hizo con metanol acuoso al 80% (v/v), el compuesto 1 se hidrolizé6 completamente. Como
resultado del proceso de hidrdlisis, el area cromatogréfica de las agliconas (quercetina y
kaempferol) aumentd al utilizar una mayor cantidad de metanol en el solvente de reaccion.

En cambio, el acido p-cumérico se encontr6 en mayor area cromatogréafica cuando la
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hidrélisis se realizé con metanol al 50% (v/v). Se presume que las diferentes areas
cromatogréficas encontradas para la quercetina, kaempferol y &cido p-cumérico son
resultado de variar el porcentaje de metanol, debido a las diferencias en la solubilidad de
los compuestos liberados bajo la hidrélisis &cida. En ninguno de los casos evaluados se

evidencié la presencia de luteolina.

2.3.3 Acoplamiento molecular

Estudios previos reportaron la actividad agonista de diferentes flavonoides contra LXR,
algunos de estos compuestos son cianidina (Jia et al., 2013), quercetina, apigenina, entre
otros (Fouache etal.,, 2019; Hu etal., 2013). Se ha determinado que el puente de
hidréogeno con treonina 302 y 316 (LXRa y LXRp respectivamente) estaria implicado con
la actividad agonista de los compuestos (Fouache et al., 2019). Bajo el parametro anterior
se procedio a realizar el re-acoplamiento con los PDB para LXRa (3IPQ) y LXRB (1PQ6) y
el agonista sintético GW3965, para garantizar que las condiciones de la caja de cuadricula
y la configuracién pudieran reproducir los modos de enlace, como se reporta en la literatura
(Fouache et al., 2019). Asimismo, se realiz6 el acoplamiento molecular de dos flavonoides
agonistas, quercetina y apigenina (Fouache et al., 2019). Luego de esto, se pronosticaron
los modos de unién de los compuestos identificados en el extracto activo de N. reticulata.
En la Figura 2-4 se presentan los modos de enlace con la energia mas baja y las distancias
de enlace. Debido a que no fue posible determinar la sustitucion del p-cumaroilglucosido
en el compuesto 3, ambas posibilidades [kaempferol-3-(6"-p-cumarilglucésido) vy
kaempferol-7-(6"-p-cumarilglucésido)] fueron evaluadas. En la Figura 2-4 se puede
observar el puente de hidrégeno relacionado con la actividad agonista de los compuestos
elucidados con T302 y T316. La distancia del enlace de hidrégeno es un criterio para definir
la fuerza de interaccion y la afinidad ligando-receptor (Harris & Mildvan, 1999). La
guercitrina, la afzelina y el kaempferol-7-(6"-p-cumarilglucésido) muestran un enlace de
hidrégeno con LXRa y LXRB con una distancia de menos de 3,0 A. Lo que permite afirmar
gue para estos tres primeros compuestos es muy probable encontrar el puente de
hidrégeno en la interaccion molécula—receptor real. EI kaempferol 3-(6"-p-
cumarilglucésido) muestra un enlace de hidrégeno con una distancia menor a 3,0 A con
LXRB, por el contrario, con LXRa la distancia es de 3,2 A lo gue para muchos autores no

es suficiente para afirmar que el puente de hidrégeno se produce (Harris & Mildvan, 1999).
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En resumen, existe una relacién con la actividad agonista del extracto y los compuestos
de tipo flavonoide identificados en el mismo, exceptuando al kaempferol 3-(6"-p-
cumarilglucésido).

Figura 2-4: Representacion tridimensional de flavonoides en el bolsillo de union al
ligando LXRa o LXR, evaluando el puente de hidrégeno con T302 o T316

respectivamente.

LXR-B LXR-a

Quercitrina (Compuesto 1)

Afzelina (Compuesto 2)
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2.3.4 Evaluacion de la expresion de ApoE y ABC1

Con el animo de corroborar los resultados de los estudios in silico, se realizé un ensayo de
viabilidad celular y uno de la evaluacion de la expresién de ApoE y ABC1 en presencia de
los estandares tanto las agliconas como los flavonoides glicosilados que se pudieron
adquirir o aislar. En este caso se pudieron evaluar estandares certificados de quercetina,
quercitrina y kaempferol y se aisl6 mediante cromatografia afzelina. Para el ensayo de
viabilidad celular, se buscaba poder identificar a qué concentracion se podrian tratar las
células sin causar la muerte de estas. Los resultados de las curvas de supervivencia celular
(Figura 2-5) evidencian que los compuestos a la concentracion maxima usada 200 uM adn
no disminuyen el 50% o mas de la poblacion celular, lo que indica que la ventana
terapéutica para este tipo de compuestos es amplia. También se observé para estos
compuestos (en especial con kaempferol) un aumento en la respuesta celular, esto se debe

principalmente a que estos compuestos en algunas concentraciones pueden aumentar la
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actividad mitocondrial. Este analisis de la viabilidad celular permitié determinar un rango

entre 2 — 5 uM para la evaluacion de los estandares en la rt-qPCR.

Figura 2-5: Resultados de la evaluacion de la viabilidad celular en MTT. ICso para todos
los compuestos es mayor a (>) 100 pM.
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Con el propdésito de evaluar la expresion de genes tras el tratamiento con los compuestos
(quercetina, quercitrina, kaempferol y afzelina), se realizé la extraccién de RNA de cultivos
celulares tratados y sus respectivos controles (células sin tratar). Alli se observo que todos
los flavonoides analizados aumentan la transcripcion de ApoE y ABC1 (Figura 2-6), en
especial la quercitrina y el kampferol. Si se compara la actividad de la quercetina y
guercitrina se encuentra que, aungue previamente se conoce bien la actividad de la
aglicona, al estar la quercetina glicosilada se potencia su actividad en la transcripcion de
ApoE y ABC1, es decir, que la quercitrina tiene una mayor actividad que la quercetina. Lo
gue indica que la molécula en su totalidad esta entrando a la célula sin sufrir la pérdida del
azucar y adicionalmente permite aumentar la produccion de proteinas importantes para la
EA (Koldamova & Lefterov, 2007). El aumento en la cantidad ApoE y ABC1, se puede dar
mediante una Unica via o diferentes vias a nivel celular, las cuales mediante este
experimento no es posible identificar.
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Figura 2-6: Resultados de la evaluacion de la expresion de ApoE y ABC1 frente al
tratamiento con quercitrina, afzelina, quercetina y kaempferol. En ensayo se tuvieron en
cuenta las tres repeticiones realizadas y el error asociado.
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2.1 Conclusiones

Este es el primer reporte de determinacién de los compuestos presentes en el extracto
etandlico de N. reticulata. EI compuesto principal corresponde a la quercitrina, los otros
dos compuestos son afzelina y kaempferol 3 o 7-(6"-p-cumaroilglucésido). Por
acoplamiento molecular, fue posible analizar que tres de los compuestos son capaces de
unirse a treonina 302 y treonina 316 (LXRa y LXRB respectivamente), aminoacidos que
estan relacionados con la actividad agonista en los LXR. Hasta este ese punto se pudo
inferir entonces que los compuestos identificados podrian estar relacionados con la
actividad agonista del extracto etandlico de N. reticulata. Esto se comprobé al encontrar a
la quercitrina como el compuesto mas activo dentro de los evaluados, ya que este
flavonoide glicosilado promueve la produccién de ApoE y ABC1 en células U87-MG en
mayor medida que su aglicona. Concluyendo asi que este metabolito tiene una actividad
promisoria y ademas podria ser el principal responsable de la actividad agonista del

extracto activo de N. reticulata.
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3.Capitulo 3: Validacion del método
de analisis cromatografico y
optimizacion de la extraccion

3.1 Introduccidn

Nectandra reticulata es una especie de la familia Lauracae que ha mostrado una actividad
importante contra los LXR (Bustos Rangel, 2021). En el capitulo anterior se confirmé que
el extracto activo de N. reticulata contiene flavonoides, siendo la quercitrina el compuesto
mayoritario. La quercitrina es un flavonoide glicosilado que exhibe actividad agonista, como
se mostrd a través del acoplamiento molecular con LXR-B y LXR-a estudiado in silico y
experimentalmente en la sobrexpresion de ApoE y ABC1 (Capitulo 2). Esto permite
seleccionar la quercitrina como marcador y asi optimizar la extraccion en N. reticulata como

primer paso para la produccion del fitoterapéutico.

Son diferentes los factores que pueden afectar la extraccién de metabolitos. Se sabe que
los compuestos presentes en una planta pueden variar dependiendo de las condiciones
tanto ecofisiolégicas como geograficas (Cambier et al., 2000; Xu et al., 2011). Ademas, las
condiciones de extraccion, incluida la relacion entre el material vegetal y el volumen del
solvente de extraccion, latemperaturay el tiempo de extraccién, pueden afectar la cantidad
en la que un metabolito en particular se pueda extraer (Raissi & Farsani, 2009). Para
optimizar la extraccion de diferentes compuestos se han desarrollado variadas
metodologias que permiten minimizar costos y maximizar la extraccion (Leardi, 2009).
Dentro de estas metodologias se encuentran las estrategias de disefios de superficies que
con pocos experimentos permiten estudiar simultaneamente el efecto de diferentes

factores sobre una o diversas variables de respuesta (Raissi & Farsani, 2009).
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Dentro de los disefios de superficie de respuesta, el disefio Box-Behnken (BBD) tiene
diferentes ventajas. La literatura muestra que el BBD es ligeramente mas eficiente que
otros disefios experimentales (DE), como el disefio central compuesto. Cabe aclarar que
la eficiencia de un disefio experimental se define como el nimero de coeficientes en el
modelo estimado dividido por el nUmero de experimentos, es por ello que afirmar que el
BBD es mas eficiente implica que al usar este disefio se obtiene la mayor informacién del
sistema con el menor numero de experimentos (Ferreira et al., 2007). Ademas, el BBD no
presenta combinaciones simultaneas de todos sus niveles mas altos o bajos. Esto significa
gue nunca se producirdn experimentos con condiciones extremas que puedan generar
degradacién de los compuestos u otros resultados insatisfactorios, como si ocurre con el
disefio central compuesto (Ferreira et al., 2007; Goud et al., 2019). Adicionalmente, este
disefio experimental, junto con otro como el central compuesto, permite utilizar la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) como herramienta estadistica y matematica
para la construccién de un modelo empirico utilizando las variables mas relevantes y sus

respuestas (Raissi & Farsani, 2009).

El extracto de N. reticulata tiene una actividad promisoria para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer y no existen estudios sobre la optimizacion de la extraccion de
guercitrina, responsable de la actividad agonista de LXR. Teniendo en cuenta lo anterior
resulta novedoso e importante conocer los valores 6ptimos de factores como temperatura
de extraccion, relaciébn material:solvente y composicion del solvente de extraccion que
maximicen la extraccion de quercitrina. Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron (i)
validar un método cromatografico para la cuantificacion de quercitrina y (ii) optimizar la

extraccién de quercitrina en N. reticulata mediante un BBD.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Material vegetal

Las hojas de N. reticulata se recolectaron en tres municipios de Colombia: Granada,
Chiquinquird y Oiba. Posteriormente, las hojas de cada localidad se secaron a temperatura
ambiente, se molieron a un tamafio de particula inferior a 2 mm y se almacenaron a

temperatura ambiente y protegidos de la luz y la humedad.
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3.2.2 Reactivos

El estandar de referencia primario de quercitrina se obtuvo del grupo HWI (Alemania). El
metanol y el acetonitrilo, ambos de grado HPLC, se adquirieron de Honeywell (Muskegon,
Michigan, Estados Unidos). El acido férmico de grado de analitico se adquirié6 de Merck
(Darmstadt, Alemania). El etanol al 96% (v/v) fue adquirido de EI Alquimista (Bogota,
Colombia). Este solvente fue redestilado mediante destilacion simple en una torre de
aproximadamente 1 m. El agua Mili-Q fue procesada en el equipo Direct-Pure Adept de la
marca Rephile (Estados Unidos).

3.2.3 Preparacion del extracto

Las hojas secas y molidas de los tres especimenes de N. reticulata se sometieron a
extraccion exhaustiva independiente (es decir no consecutiva) con etanol al 96% (v/v),
mediante percolacién, maceracién y extraccion asistida por ultrasonido. Una vez se
obtuvieron los extractos, el solvente se elimind por destilaciébn a presioén reducida en
rotavapor a 40 °C (Gonzalez Villa, 2004).

3.2.4 Condiciones cromatograficas

Para la cuantificacién de quercitrina se analizaron 5 yL de cada extracto en un sistema
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, San José, California, Estados Unidos) con un
detector de arreglo de fotodiodos (DAD) y detector evaporativo de dispersion de la luz (del
inglés: Electro light scatering detector, ELSD) (ganancia 12). Para el ELSD se ensayaron
dos temperaturas del tubo nebulizador: 70 y 75 °C. Como fase estacionaria se usé una
columna Hypersyl Gold RP (Thermo Scientific; 150 mm x 2,1 mm de d.i.,, tamafio de
particula de 1,9 um) a 40 °C. La fase mdévil consistié en agua/acido férmico (99,9/0,1 v/v)
(eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B). El gradiente de elucién es el mismo que se informé
en el capitulo anterior. El caudal fue de 400 puL/min. La longitud de onda de deteccidn se
fijo en 350 nm. Antes de la inyeccién, todas las muestras se pasaron por un filtro de 0,22
pum. Se verificd la presencia de quercitrina en los extractos mediante la coincidencia del
tiempo de retencion y del espectro UV-Vis con un estandar auténtico. La cuantificacion se
hizo tomando el area bajo la curva leida a 350 nm para el pico cromatografico de quercitrina
e interpolando en la curva de calibracién, la concentracion de quercitrina en la curva se

expreso en mg/L.
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3.2.5 Validacién del método en UHPLC

La validacién del método se realizé de acuerdo con los pardmetros de las directrices de la
Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH) (Branch, 2005). En tres dias diferentes,
se pesaron 5 mg de patron de quercitrina y se disolvieron en 5 mL de metanol, para obtener
una solucién madre de 1000 mg/L. Con la solucion madre se prepararon dos grupos
diferentes de curva de calibracion, uno con un intervalo alto de concentraciones (entre 10
a 240 mg/L) y otro con un intervalo de baja concentracion (entre 0,2 a 10 mg/L). Las
soluciones se analizaron por UHPLC, acorde al subtitulo anterior.

Los limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se determinaron con las curvas
de calibracién en el intervalo de baja concentracion, de acuerdo con las siguientes
ecuaciones: LOD=3,30/S y LOQ=100/S [desviacion estandar residual (o) de sus curvas de
regresion y las pendientes (S]. Antes de analizar la linealidad de la curva de calibracion se
hizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p-valor>0,05, Ho no se rechaza, se puede
afirmar con un 95% de confianza que los datos se ajustan a la distribucién normal). El
rango lineal se estimé mediante la evaluaciéon del R? ajustado (se busca que sea un valor
cercano a 1), de los residuos estudentizados (examinacion de valores superiores a 2 ), del
error estandar residual (RSE) (se busca que sea un valor cercano a 0), de la prueba
ANOVA (p-valor<0,05), y la estadistica de Durbin-Watson (p-valor>0,05, Ho no se rechaza,
se puede concluir que los residuos del modelo no siguen autocorrelacién). Estos
parametros se determinaron mediante la modelacion de los datos en R-studio
(2022.02.3+492).

La precision se determind en dos niveles: repetibilidad (intradia) y precision intermedia
(entredias), con soluciones del estandar de quercitrina a 80 mg/L. La repetibilidad se
evalud utilizando seis réplicas el mismo dia. Se estudié la precision intermedia comparando
diferentes dias. La repetibilidad (intradia) y la precisién intermedia (entredias) se evaluaron
mediante el calculo del porcentaje de la desviacion estandar relativa (DER) y el error
estandar de la media (SEM). Con estos mismos pardmetros se evaluo la reproducibilidad
del método mediante dos estrategias diferentes: en una, con una misma columna
cromatogréfica se emplearon dos equipos de UHPLC diferentes y en la otra, en un mismo
UHPLC se probaron dos columnas cromatogréaficas, de las mismas caracteristicas pero de

diferente lote de produccion.
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La robustez se evalu6 realizando pequefias variaciones en los parametros del método
cromatogréfico con respecto al control (0,1% de Ac. formico en el eluyente A, caudal de
400 pL/min, 40°C de temperatura de la columna y longitud de onda de 350 nm):
concentracion de acido férmico en eluyente A (+0,1% v/v, es decir se evalu6 0,0% y 0,2%),
caudal (20,10 pL/min, es decir se evalué 390 y 410 uL/min), temperatura de la columna (+
2 °C, es decir se valu6 38 y 42 °C), y longitud de onda a la que se registra el area
cromatogréafica (x 2 nm, es decir se midi6 a 348 y 352 nm). En cada una de esas
variaciones se realizaron seis corridas cromatograficas no solo con estandar de quercitrina
80 mg/L sino también con el extracto. Para el andlisis de esta informacidén primero se
analizaron las varianzas mediante una prueba F, esto con el fin de determinar si las
varianzas eran iguales o diferentes con respecto al control. Luego, se realizé una pruebat
de dos colas para determinar si los tiempos de retencién se vieron o no afectados

significativamente por las variaciones en los parametros del método cromatografico.

La exactitud se determind utilizando el método de recuperacion por la estrategia de
suplementacién (en inglés spiking). Para evaluar la recuperacion, el extracto activo de
Granada se suplementé con concentraciones analiticas conocidas de quercitrina para

generar una adicion de 40 mg/L.

La especificidad el método se evalu6 comparando los perfiles cromatograficos del estandar
(240 mg/L) y del extracto (10 mg/mL) con un detector ELSD, con respecto al pico anterior
gue es el que eluye a un tiempo mas cercano. En este caso no se uso6 el DAD, puesto que
este detector solo da respuesta para compuestos activos en UV-Vis y era necesario
verificar si existian otros compuestos con tiempos de retencion similares que puedan
afectar la respuesta de la quercitrina por efectos cooperativos o antagénicos (Garcia et al.,
2007; Stipicevic¢ et al., 2003).

3.2.6 Evaluacion del efecto del método de extraccion y de la
localidad de colecta sobre el contenido de quercitrina

Se realizaron diferentes colectas de las hojas de N. reticulata en tres lugares de Colombia

(Oiba, Granada y Chiquinquird), se verifico el perfil cromatografico de los extractos y se

evalud la eficacia del método UHPLC para separar los compuestos activos en UV-Vis.
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Sobre las tres muestras se ensayaron diferentes métodos de extraccion (percolacion,
maceracion y extraccion asistida por ultrasonido, siguiendo los protocolos desarrollados
por el grupo de investigacion QUIPRONAB) (Alarcon et al., 2019), para evaluar cual de
ellos generaba mayor produccion de quercitrina. Para cada extraccion se utilizé etanol al
96% (v/v). Para evaluar el perfil metabdlico de los especimenes y los métodos de
extraccion se disolvieron 10 mg del extracto en 1 mL de metanol y se cuantificé la cantidad
de quercitrina en mg/g de extracto en UHPLC, utilizando el método descrito en la seccidn
3.2.4.

3.2.7 Optimizacion de la extraccion de Nectandra reticulata

Previo al DE se hicieron variaciones en las condiciones de extraccién para determinar qué
factores afectaban de manera importante la extraccion de quercitrina. Se evaluaron cinco
factores: la relacion solvente:material vegetal (20-40 mL:g), el nimero de extracciones (1-
3), el porcentaje de etanol acuoso (40-96% v/v), el tiempo de extraccion (5-40 min) y la
temperatura de extraccion (30-50 °C). En estos ensayos se determin6 que entre 10 a 30
min el contenido de quercitrina era similar y maximo, a los 5 y 40 minutos se evidenciaban
menores valores de quercitrina, es por esto que se decidié tomar un tiempo de extraccion
de 15 min. De otro lado, al incrementar el nUmero de extracciones se aumentaba la
respuesta. En valores relativos la segunda y la tercera extraccion representaba 1,2y 1,6
veces lo extraido en la primera extraccion. Se decidio extraer dos veces teniendo en cuenta
los costos y tiempo que representaba hacer una tercera extraccion. Con las otras
variaciones (la relacion solvente:material vegetal, el porcentaje de etanol y la temperatura
de extraccion) se encontrd6 mayor diferencia en la respuesta. Asi, por ejemplo, al variar el
porcentaje de etanol desde 40 hasta 96% (v/v) se observé un comportamiento parabdlico
positivo con un potencial maximo cuando el etanol acuoso tenia una concentracién entre

60 a 96% (v/v), evidenciando que este era un factor importante para evaluar.

Con los resultados obtenidos de los ensayos preliminares, descritos en el parrafo anterior
y los reportes bibliogréficos se seleccionaron los siguientes factores para el DE: porcentaje
de etanol (60-96% v/v), relacion solvente:material vegetal (20-40 mL/g) y temperatura (30-
50 °C). El DE que se utilizé fue BBD (Tabla 3-1), se usaron tres niveles de cada factor y se

realizaron cuatro repeticiones del punto central. Con el fin de eliminar los errores
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sistematicos para los experimentos se realizo la aleatorizacion del orden de extraccion de
cada punto. Las variables respuesta evaluadas fueron "mg de quercitrina/g de material
vegetal" y "rendimiento de extraccién (g extracto seco/g hojas secas x 100)". Una vez se
hicieron los experimentos, se realizo la verificacion de normalidad de los datos por la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Luego, para cada variable de respuesta se evalu6
el efecto de los factores mediante una ecuacidén cuadratica completa. Para verificar la
eficiencia de la ecuacién matematica para describir la variable de respuesta se evaluaron
los parametros R? ajustado, ANOVA (p-valor) y desviacion promedio absoluta. La
optimizacion del modelo matemético se realiz6 mediante eliminacion hacia atras de los
coeficientes del modelo que fueran menos significativos en el diagrama de Pareto. Con la
ecuacion que satisfaciera los parametros estadisticos se represent6 cada una de las dos
respuestas mediante superficies de respuesta. El procesamiento del modelo se hizo
utilizando R-studio (2022.02.3+492).

Para cada punto del disefio experimental se tomaron aproximadamente 1,5 g de material
vegetal seco de N. reticulata recolectado en Granada. Se afadi6 etanol en diferentes
volimenes y porcentajes a este material vegetal y se sonic6 durante 15 min a diferentes
temperaturas, como se muestra en la Tabla 3-1. El sobrenadante se filtrd y la extraccion
se repitié una segunda vez. Los dos sobrenadantes se combinaron y se rotaevaporé a 40
°C. Luego se peso el extracto, se solubiliz6 en 10 mL de metanol, se filtr6 a 0,22 ym y se

analizé por UHPLC-DAD acorde a lo descrito en la seccion 3.2.4.

Tabla 3-1: Tabla de variables independientes (factores) y sus niveles en el disefio
experimental.

Variables independientes

Niveles
(factores) Simbolo
-1 0 +1
Porcentaje de etanol (% v/v) A 60 78 96
Relacion solvente material (mL:Q) B 20 30 40
Temperatura (°C) C 30 40 50
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Validacién del método cromatografico

El método de cuantificacion de quercitrina en N. reticulata por UHPLC-DAD se valido
teniendo en cuenta los pardmetros de la ICH. Se verifico en términos de linealidad,
repetibilidad, precision intermedia, exactitud, robustez y especificidad. La normalidad de
los datos de area en todo el intervalo de concentraciones (0,2-240 mg/L) se evalu6
mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, obteniendo un p-valor>0,05 (Ho no se
rechaza) se puede afirmar con un 95% de confianza que los datos se ajustan a la
distribucion normal. Al analizar todas las concentraciones (0,2-240 mg/L) se encontrd que
el rango lineal con mejores valores de R? ajustado, ANOVA (p-valor) y error estandar
residual (RSE) era entre 5-180 mg/L (Figura 3-1). Cuando se amplia el rango lineal se
disminuye el R? ajustado (5-180 mg/L: 0,9936, 1-240 mg/L: 0,9897) y se encuentran
residuos estudentizados mayores a 2 (en valor absoluto), no obstante, se encuentran
estudentizados inferiores a 2 en el intervalo 5-180 mg/L. Los residuos estudentizados
miden cuantas desviaciones estandar se desvia cada valor observado del area de
guercitrina del modelo ajustado, cuando se quiere determinar un rango lineal es
conveniente no tener en cuenta valores con residuos estudentizados mayores a 2, ya que
representarian mediciones atipicas del modelo lineal (Balaguer Beser & Ruiz Fernandez,
2021). Al rango seleccionado (5-180 mg/L) se le determiné el intercepto y la pendiente de
la grafica al examinar la relacién entre concentracién de quercitrina y area de quercitrina.
Los datos obtenidos fueron -0,599 mUA*min y 0,328 mUA*min*L/mg (Tabla 3-2).
Adicionalmente, la linealidad se evalué analizando la presencia de autocorrelacion
mediante el estadistico de Durbin-Watson. Como el p-valor (2,524) fue mayor a 0,05, la Ho
no se rechaza, se puede concluir que los residuos del modelo no siguen autocorrelacion.
Para determinar el LOD y LOQ se usoé el rango de bajas concentraciones (0,2-10 mg/L) y
se concluy6 que se puede empezar a detectar la quercitrina desde un valor mayor a 0,257
mg/L (LOD) y se puede cuantificar desde 0,857 mg/L (LOQ).
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Tabla 3-2: Resumen del rango lineal del método de UHPLC (5-180 ppm).

Parametros
R? ajustado 0,9936
Ecuacion y =-0,599 + 0,328*x
ANOVA (p-valor) 2,2E-16
Error estandar residual (RSE) 1,549 (33 grados de libertad)

Shapiro-Wilk test normalidad (p-valor) 0,087
Estadistico de Durbin-Watson 2,524
LOD (mg/L) 0,257
LOQ (mg/L) 0,857
Porcentaje de recuperacion (%, p/p) 93,76

Figura 3-1: Rango lineal determinado para el estandar certificado de quercitrina a 350
nm. Para cada punto concentracion se realiz6 un triplicado de la medicion. Las lineas
azules (el intervalo externo) son los limites de prediccion para las nuevas observaciones
al 95% de confianza. Las lineas rojas (intervalo interno) son los limites de confianza
(95%) de la media.
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El método de suplementacién permitié evaluar la exactitud del método. Al realizar este
procedimiento se obtuvo un porcentaje recuperacion del 93,8% (p/p), valor que se
encuentra dentro del rango de aceptabilidad (90-107%, p/p), esto quiere decir que no
existe efecto matriz con los demas componentes del extracto (Agalloco etal., 2021;
Taverniers et al., 2004). La Tabla 3-3 muestra los valores experimentales de precision y la
reproducibilidad del método obtenido para el andlisis del contenido las soluciones estandar
de quercitrina. Los resultados indicaron una buena precision intradia y entredias, ya que

para ambos casos se obtuvieron valores DER inferiores al limite aceptado (10%) (Ornaf &
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Dong, 2005); para la precision intradia (n = 6) la DER fue de 3,27% y para la precision
entredias (n = 9) la DER de 5,45%. Esto significa que el método propuesto mostré una
precision adecuada. La reproducibilidad del método también fue aceptable ya que al
cambiar el UHPLC y la columna se obtuvieron valores de DER de 1,42 y 0,86%,
respectivamente. Estos valores de DER (inferiores 11,3%, Taverniers etal.,, 2004)
aseguran la confiabilidad de los datos de precision y reproducibilidad, de acuerdo con los
niveles de aceptabilidad de los valores de DER propuestos en la funcion de Horwitz para
analitos en concentraciones que oscilan entre 10 y 100 mg/L (Taverniers et al., 2004). En
la Tabla 3-3 también se pueden observar los errores estandar de la media, estos valores
indican que no existe una variacion superior al 0,5 (MUA*min) dentro de los datos

evaluados.

La robustez se analiz6 introduciendo variaciones en el flujo, la concentracion de acido
férmico en la fase mévil, la temperatura de la columnay la longitud de onda. Los resultados
evidenciaron que para casi todas las variaciones los p-valor estuvieron por encima de 0,05
(excepto para la evaluacion del estandar de quercitrina en la variacién de acido férmico),
esto significa que sus medias son iguales y que los tiempos de retenciéon no se vieron
afectados significativamente, se concluye entonces que el método UHPLC-DAD es robusto
(Tabla 3-4). Finalmente, se verifico la especificidad del método mediante la evaluacion de
la resolucioén de la sefal de la quercitrina mediante UHPLC-ELSD. Como se observa en la
figura 3-2, la resolucién del pico de quercitrina respecto al pico que eluye antes es cercana
a 2,5 en el método desarrollado para el extracto activo de Granada. Ademas, el pico se
observa simétrico. Esto se cumple tanto a temperatura del detector de 70 como a 75 °C,

lo que implica que el método cromatografico es especifico.
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Figura 3-2: Comparacion de los perfiles cromatogréficos de Nectandra reticulata de
Granada en el detector de ELSD (ganancia de 12). El cromatograma en azul corresponde
al extracto de N. reticulata medido a una temperatura del tubo evaporador de 75 °C, el
rojo es una medicion del mismo extracto con el tubo evaporador a 70 °C y el
cromatograma en negro corresponde a el estandar auténtico de quercitrina a una
temperatura del tubo evaporador de 70 °C.
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Tabla 3-3: Valores experimentales obtenidos de repetibilidad (precision intradia), precision intermedia (precision entredias) y
reproducibilidad (uso de diferente equipo y columna) en el andlisis del contenido de quercitrina de N. reticulata por UHPLC.

Parametros evaluados %DER SEM
Precision |

Intradia (n = 6) | 3,27 0,35

Entredias (n = 9) | 5,45 0,47

Cambiando UHPLC (n=3) \ 1,42 0,09

Cambiando la columna (n=3) | 0,86 0,05

Desviacion estandar relativa (DER)
Error estandar de la media (SEM)

Tabla 3-4: Resultados de robustez del método UHPLC: variaciones del flujo, concentracion de acido férmico en la fase moévil A,
temperatura de la columna y longitud de onda.

Parametro

Flujo £0,01 mL/min
(n=6)

Acido formico en la
fase movil A +1%
v/v (n=6)
Temperatura de la
columna
+ 2° C (n=6)
Longitud de onda *
2 nm (n=6)

Quercitrina a 80 ppm

Muestra de extracto

F-valor

1,819x10°

2,268x103

1,586x10+

1,250

t-estadistico

-9,047x103

-2,587

9,199x102

1,567x10*?

a El p-valor inferior a 0,05 indican que las medias no son iguales.

Prob.
(p-valor)

9,931x101

4,901x1022

9,303x101

1,000

F-valor

2,184x102

1,041

2,386x103

1,250

t-estadistico

7,977x101

1,177

-3,011x101

0,000

Prob.
(p-valor)

4,612x101

2,777x101

7,755x101

1,000
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3.3.2 Evaluacion del efecto del método de extraccion y de la
localidad de colecta sobre el contenido de quercitrina

Al variar las condiciones ecofisolégicas y geograficas se encontré que la composicion del
extracto se ve afectado, esto quiere decir que no se producen los mismos metabolitos en
las tres localidades a pesar de ser la misma planta. Como se puede observar en la Figura
3-3, para los extractos de N. reticulata recogidos en Granada y Oiba se observa un perfil
simple con pocos metabolitos, donde la resolucién de la quercitrina es superior a 3,5. Sin
embargo, para el extracto del material vegetal colectado en Chiquinquira se observa una
disminucion en la resolucién de los picos de compuestos diferentes a los identificados
previamente, no obstante, se puede distinguir sin problema el area cromatogréafica
correspondiente a la quercitrina. Esto quiere decir que el método cromatogréfico tiene la
capacidad de separar en UHPLC otros posibles metabolitos (diferentes a la quercitrina)
gue puede producir la planta.

En el perfil cromatografico de los tres especimenes extraidos por ultrasonido (Figura 3-3)
se puede observar que la quercitrina estda presente en los tres cromatogramas, no
obstante, su abundancia absoluta y su proporcién respecto a los otros picos
cromatograficos es diferente. En la tabla 3-5 se puede ver que el extracto con mayor
cantidad de quercitrina independiente al método de extraccion fue el de Granada (=2,5 mg
de quercitrina/g de extracto). En orden decreciente de contenido de quercitrina se
encuentra Oiba (=1 mg de quercitrina/g de extracto) y luego Chiquinquird (=0,5 mg de
guercitrina/g de extracto). Del mismo modo, al comparar el area para quercitrina respecto
al area total a 350 nm los valores que se obtienen son: 9,11% (Chiquinquira), 73,24%
(Granada) y 46,53% (Oiba) en las localidades cuando la extraccién se hizo por ultrasonido.
A la par de este analisis se compar6 la cantidad de quercetina obtenida en el extracto
segun el método de extraccion utilizado, los métodos usados fueron percolacion,
maceracion y extraccion asistida por ultrasonido. Ahora bien, al analizar los métodos de
extraccién, no se observa un solo método 6ptimo, ya que para cada espécimen se
evidencio el mayor rendimiento con un método diferente. Si se observa la Tabla 3-5 para
Chiquinquira se encontr6 que el mejor método era maceracion, para Granada fue

percolacion y para Oiba fue extraccién asistida por ultrasonido. Como no se observo un



Capitulo 3 53

Gnico método Optimo para todas las colecciones, se seleccion6 para evaluar los diferentes
factores en el disefio experimental la extraccion asistida por ultrasonido. Dentro de los
criterios para seleccionar este método estan que esta metodologia presenta bajos tiempos
de extraccion y es amigable con el medio ambiente debido no se necesita muchos
volimenes del solvente (Ramon & Gil-Garzon, 2021).

Tabla 3-5: Efecto del lugar de colecta y del método de extraccidén sobre el contenido de
quercitrina, verificado en dos variables dependientes: mg de quercitrina/g de extracto y
area quercitrina/ &rea total a 350 nm x 100.

Lugar de Método de mg de quercitrina/g de ,Area quercitrina/

recolecta extraccion extracto Area total a 350 nm
(sin réplicas) x 100
Chiquinquira Percolacion 0,490 10,16
Maceracion 0,579 16,59
Ultrasonido 0,272 9,11
Granada Percolacion 3,399 73,78
Maceracion 2,447 69,45
Ultrasonido 2,380 73,24
Oiba Percolacion 1,140 35,63
Maceracion 1,144 37,86
Ultrasonido 1,755 46,53

3.3.3 Optimizacién de la extraccion de Nectandra reticulata

La Tabla 3-6 muestra la matriz de todos los experimentos realizados para la optimizacion
en el orden aleatorizado, con las variables independientes porcentaje de etanol (60-96%
vlv), relacion solvente:material vegetal (20-40 mL/g) y temperatura (30-50 °C) y las dos
variables de respuesta, “mg de quercitrina/g de material vegetal” y “rendimiento de
extracciéon”. Se obtuvo un p-valor para la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, de 0,253
para “mg de quercitrina/g de material vegetal” y un valor de 0,302 para el “rendimiento de
extraccion”, afirmando asi con un 95% de confianza que ambos conjuntos de datos se

ajustan a la distribucion normal.



Figura 3-3: Comparacion de los perfiles cromatograficos de Nectandra reticulata a 350 nm. A) Granada B) Oiba C) Chiquinquira.
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Tabla 3-6: Matriz para optimizacién de extraccion de Nectandra reticulata. Orden aleatorio
de los experimentos.

. Relacion mg de Rendimiento
Porcentaje de solvente 2 "
. Temperatura guercitrina/ g de
etanol material o . L,
(30-50°C) de material extraccion
(60-96%) vegetal vegetal (% g:9)

(20-40 mL:g) g ©g:9
78(0) 30(0) 40(0) 0,613 19,00
60(-1) 20(-1) 40(0) 0,573 16,90
78(0) 30(0) 40(0) 0,524 15,47
78(0) 40(+1) 50(+1) 0,657 21,61
96(+1) 20(-1) 40(0) 0,311 11,47
60(-1) 30(0) 50(+1) 0,692 20,57
78(0) 20(-1) 30(-1) 0,484 13,61
96(+1) 40(+1) 40(0) 0,324 12,51
96(+1) 30(0) 30(-1) 0,330 11,16
60(-1) 40(+1) 40(0) 0,639 21,02
78(0) 40(+1) 30(-1) 0,482 14,86
78(0) 30(0) 40(0) 0,543 17,12
60(-1) 30(0) 30(-1) 0,577 17,37
96(+1) 30(0) 50(+1) 0,402 14,25
78(0) 30(0) 40(0) 0,533 19,25
78(0) 20(-1) 50(+1) 0,606 19,77

Los nameros en paréntesis en las variables independientes evidencian el punto al que corresponde este

valor en la matriz del disefio experimental.
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Cuando se obtuvo la ecuacion cuadratica completa para la variable de respuesta “mg de
quercitrina/g de material vegetal”, los unicos coeficientes significativos, acorde al diagrama
de Pareto (Figura 3-4 A), fueron los componentes lineal y cuadratico del porcentaje de
etanol (A y A? respectivamente). Infiriendo asi que la extraccion de quercitrina se ve
influida en mayor medida por la relacion etanol-agua. En este modelo completo los valores
de R?, ANOVA (p-valor) y desviacion promedio absoluta fueron 0,9232, 7,162x10*y 3,01%,
respectivamente. Al hacer la eliminacion inteligente hacia atras se evidencié que, aunque
el R? ajustado no cambiaba de manera importante (0,9232 en el modelo cuadréatico
completo y 0,9228 al hacer la ultima eliminacién) y se aumentaba la desviacién promedio
absoluta (de 3,01% a 5,11%), ambos parametros seguian estando dentro de un rango
aceptable: el R? ajustado cercano a 1y la desviacion promedio absoluta inferior al 20%.
Se detuvo el proceso de eliminacion inteligente hacia atrds cuando todos los coeficientes
de la ecuacion fueron significativos (Figura 3-4 B), logrando asi una ecuacién mucho mas
condensada con un ANOVA (p-valor) de 1,578 x107 para la ecuacién final. En este
proceso, se elimind por completo la variable independiente B, la cual corresponde a la
relacion solvente:material vegetal (mL:g), esto quiere decir que esta variable independiente
no es significativa para el proceso de extraccion de quercitrina en funcién del material
vegetal. Es por lo anterior, que para la variable de respuesta “mg de quercitrina/g de
material vegetal” la ecuacion obtenida es la siguiente (Ecuacion 3.1):
y: = 2,8039x10724 — 6,0377x1073C — 2,2938x107* A2 — 0,47771 (3.1)

Figura 3-4: Diagrama de Pareto para la variable de respuesta “mg de quercitrina/g de
material vegetal”’. A) Modelo completo. B) Modelo posterior a la eliminacion inteligente
hacia atrés.

Diagrama de pareto

cr2

B2 Simbolo
D -

B:C D -

||

=]

1 2 3 4
Efecto estandarizado
A)



58 Uso de disefio de experimentos para la optimizacion de la extraccion de

compuestos fendlicos en un extracto activo de Nectandra reticulata

Diagrama de pareto

Simbolo
. _
. +

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado
B)

La presencia de autocorrelacion se evalué mediante el estadistico de Durbin-Watson,
obteniendo asi un valor de 0,412 (p-valor), al ser este dato superior a 0,05 (Ho no se
rechaza) se puede afirmar que los residuos del modelo no siguen autocorrelacion, lo que
significa son aleatorios por lo tanto el modelo es correcto. Todo esto permite indicar que la
ecuacion del modelo se ajusta correctamente a los datos, por lo que puede ser predictiva.
Si se observa el diagrama de superficie de respuesta (Figura 3-5) se puede evidenciar que
al tener relaciones de etanol:agua 60:40 la extraccién de quercitrina es mayor, esto se
debe a que la quericitrina al tener una azUcar en su estructura se solubiliza mejor en agua
gue en solventes organicos. Este diagrama de superficie de respuesta también permite ver
con facilidad que el valor 6ptimo para los dos factores significativos es a 60% de etanol y

50 °C de temperatura de extraccion.

Figura 3-5: Superficie de respuesta para la variable de respuesta “mg de quercitrina/g de
material vegetal’. No se presentan figuras relacionadas con el factor solvente:material
vegetal (mL:g), debido a que la ecuacién obtenida luego de la eliminacion inteligente
hacia atras elimino todos los componentes de ese factor.
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Seguidamente, se realiz6 el analisis para la segunda variable de respuesta, rendimiento
de extraccion, esta variable se evalu6 teniendo en cuenta el peso del extracto y la cantidad
de material vegetal usado. El diagrama de Pareto (Figura 3-6) evidencia que cuando se
emplea la ecuacion cuadratica completa el Unico coeficiente significativo corresponde al
relacionado con el componente cuadratico de la variable porcentaje de etanol (A?). Esto
quiere decir que para el rendimiento de la extraccién al igual que en la variable de
respuesta anterior, la variable independiente mas importante esta ligada a la relacion
etanol:agua.

En este modelo completo los valores de R?, ANOVA (p-valor) y desviacion promedio
absoluta fueron 0,7765, 0,015 y 5,06%, respectivamente. En este caso, al eliminar los
coeficientes no significativos en la ecuacion matematica, mediante la estrategia de
eliminacion inteligente hacia atras de las variables menos significativas en el diagrama de
Pareto, se encontré una mejora sobresaliente del R? ajustado. Se partié de un R? ajustado
de 0,7765 en la ecuacion cuadratica completa y al hacer la eliminacién inteligente de los
coeficientes AC, AB, BC, C? y B2 se mejor6 este parametro hasta un R? ajustado de 0,8559.
El ANOVA (p-valor) y desviacion promedio absoluta se mantuvieron dentro de los limites
de aceptacion, 2,533x10° y 5,08%, respectivamente. Nuevamente se detuvo la eliminacion
cuando se observaron que todos los coeficientes de la ecuacion eran significativos en el
diagrama de Pareto (Figura 3-6 B), la ecuacién obtenida con el mejor ajuste correspondio
a la siguiente (ecuacion 3.2).

y = 0,74522A + 0,10309B + 0,24002C — 0,5955 x107242% — 17,00429 (3.2)

El estadistico de Durbin-Watson (p-valor: 0,985) de esta ecuacion simplificada indica que
los residuos del modelo no siguen autocorrelacion. Esto implica que el modelo generado
Unicamente con coeficientes significativos, tres del componente lineal y uno del
componente cuadratico, permite modelar adecuadamente los datos experimentales
obtenidos. En este punto, se evidencio que el coeficiente més significativo para la ecuacion
propuesta corresponderia a la temperatura de extraccion. Lo que significa que para el
rendimiento de la extraccién si bien es importante la relacion etanol:agua, también es
relevante la temperatura en la que se desarrolle el proceso de extraccion. Por ultimo, en el
diagrama de superficie de respuesta (Figura 3-7) se observa si quiere tener los mejores
valores de rendimiento de extraccion se debe usar un solvente a 60% de etanol, una

relacion solvente:material de 40 mL/g y una temperatura de extraccion de 50 °C.
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Figura 3-6: Diagrama de Pareto para la variable de respuesta “rendimiento de
extracciéon”. A) Modelo completo. B) Modelo posterior a la eliminacion inteligente hacia
atras.
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Figura 3-7: Superficie de respuesta para la variable de respuesta “rendimiento de
extraccion”.
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Relacién solvente-material: 40 mL/g .
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3.4 Conclusiones

La validacion del método cromatografico permiti6 encontrar que entre el rango de 5-180
mg/L de quercitrina, la respuesta en absorbancia a 350nm presentaba un comportamiento
lineal. Se pudo verificar en el método la exactitud, la robustez, la precision, entre otras
variables requeridas por la ICH. Adicional a este proceso se evaluaron diferentes
recolecciones del material vegetal y diferentes métodos, esto permitio tanto evidenciar los
posibles interferentes, como la efectividad del método para obtener siempre una buena
resolucién en el pico de la quercitrina. Con respecto a la cantidad de quercitrina en los
extractos se encontré que el espécimen de Granada presenta la mayor cantidad de este
compuesto, que los colectados en otros lugares de Colombia; adicionalmente, el método

de extraccion es indiferente en el proceso de extraccion.

La optimizacién de los parametros del proceso de extraccion de N. reticulata con las
variables de respuesta, “mg de quercitrina/g de material vegetal” y “rendimiento de
extracciéon”, mostré que lo que mas afecta la extraccion asistida por ultrasonido de N.
reticulata es el porcentaje de etanol en el solvente. Esto se debe a las caracteristicas
estructurales del flavonoide glicosilado que le permiten solubilizarse mejor teniendo agua
en el medio, que en solventes organicos puros. Para ambas variables de respuesta se
pudo determinar la ecuacion que modela los datos, permitiendo conocer el comportamiento
de la extraccion para futuros experimentos. Por (ltimo, se encontré6 que para ambas
variables los puntos 6ptimos de los parametros de extraccién son 60% de etanol, 40 mL/g

solvente/material vegetal y 50 °C como temperatura del ultrasonido.






4.Conclusiones y
recomendaciones

4.1 Conclusiones

Con el presente estudio se aporta a la busqueda de opciones para el tratamiento de EA

mediante la generacion de un fitoterapéutico, a partir de los constituyentes quimicos

presentes en el extracto agonista de LXR de N. reticulata. Los resultados de este estudio

permitieron concluir:

El estudio quimico realizado a N. reticulata, contribuye cémo primer reporte en la
caracterizacion del perfil metabdlico de la especie. Este andlisis realizado mediante
RP-UHPLC-DAD-ESI-MS permiti6 la identificacion de tres principales flavonoides
(quercitrina, afzelina y kaempferol 3 o 7-(6"-p-cumaroilglucésido)), siendo la
quercitrina el compuesto mayoritario en el extracto etandlico.

El analisis de in silico e in vitro de los compuestos determinados permitié
seleccionar al compuesto mayoritario quercitrina cdmo biomarcador del extracto
etandlico de N. reticulata. Ya que se pudo identificar la actividad agonista de LXR
mediante sus modos de unién a T316 (LXRB) y T302 (LXRa) y adicionalmente se
pudo observar el aumento en la transcripcion del ApoE y ABC1 al usar este
metabolito como tratamiento en células U87-MG.

La validacién del método cromatogréafico a partir del biomarcador seleccionado
(quecitrina), permitié encontrar un rango lineal entre 5-180 ppm para deteccion en
UV-Vis. Se verificé también en el método desarrollado en UHPLC-DAD todos los
pardmetros propuestos por la ICH. Se pudo asi mismo evidenciar que el método
cromatogréafico permite una buena resolucion en el pico de la quercitrina incluso
cuando la planta produce diferentes metabolitos a los identificados en el extracto

activo.
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e Se selecciond la extraccion asistida por ultrasonido para la determinacion de la
incidencia de diversos factores en la extraccién con respecto a la cantidad de
quercitrina, debido a que no se encontrd diferencia significativa entre las
metodologias evaluadas (percolacién, maceracion y extracciébn asistida por
ultrasonido). Asi mismo, se determiné mediante estudios preliminares y basqueda
bibliogréfica que las variables independientes en la extraccidén serian porcentaje de
etanol, relacidn solvente — material vegetal y temperatura.

e Se encontrd que el factor que mas afecta a la extraccion para ambas variables de
respuesta (“mg de quercitrina/g de material vegetal” y “rendimiento de extraccion”)
es el porcentaje de etanol. Adicionalmente, se determiné que las condiciones
Optimas de extraccion dentro de los rangos evaluados son 60% de etanol, 40 mL/g

solvente/material vegetal y 50 °C como temperatura del ultrasonido.

4.2 Recomendaciones

e Cbmo andlisis inmediatamente siguiente es pertinente realizar un ensayo de
actividad in vitro directamente sobre LXR, como LXRE-LUC, para verificar su
actividad agonista

e Con los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda realizar estudios en
fases posteriores que involucren modelos animales.

e Se recomienda determinar si el biomarcador activo seleccionado en este trabajo
posee otro tipo de accién en otras dianas moleculares relacionadas con la
enfermedad de Alzheimer.

e Debido que la quercitrina es un metabolito que se puede encontrar en diferentes
matrices vegetales se recomienda identificar una materia prima de mas facil acceso

para obtener el biomarcador para los estudios posteriores.
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