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TABLA DE ABREVIATURAS

AG: acido gdlico.

CCF: cromatografia en capa fina.

CF: Acido cafeico.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

ESI: ionizacidn por electropulverizacién.

ET: extracto etandlico total.

FAC: fraccion acuosa.

FACOEt: fraccidn de acetato de etilo.

FDCM: fraccion de diclorometano.

FHEX: fraccion de hexano.

HDL: lipoproteina de alta densidad.

HPLC-EM: cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masa.
HRMS-MS: espectrometria de masas en tdndem de alta resolucién.
IT: tiempo mdaximo de inyeccion.

LDL: lipoproteina de baja densidad.

MPO: mieloperoxidasa.

NO: 6xido nitrico.

RT: tiempo de retencidn.

RU: rutina.

TIC: corriente idnica total.

UHPLC: cromatografia liquida de ultra alta resolucion.
UV: ultravioleta.

VLDL: lipoproteina de muy baja densidad.



RESUMEN

La especie Crataegus monogyna Jacq. o como comunmente conocido como majuelo, espino
albar o espino blanco, es una de las plantas mas utilizadas en la medicina tradicional de la familia
Rosaceae en las afecciones cardiovasculares. En este trabajo se analizd esta interesante especie

desde un punto de vista fitoquimico.

Se obtuvo un extracto etandlico (ET) por maceracion de la Sumidad con etanol de 802 y se
fraccioné mediante extraccion liquido-liquido con disolventes de distinta polaridad: n-hexano,

diclorometano y acetato de etilo.

Se determind la actividad antioxidante de todas las fracciones mediante la técnica de
captacioén de radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) obteniéndose para la fraccion de acetato

de etilo (FACOEt) una ICso de 56,87 + 0,05 pg/mL.

Se cuantificd el contenido total en fenoles y flavonoides para relacionar la composicion
guimica con la actividad antioxidante, siendo la FACOEt la de mayor contenido: 338,06 + 7,22
mg de acido galico (AG)/g de extracto seco y 190,07 + 4,06 mg de rutina (RU)/g de extracto seco,

respectivamente.

Por estos motivos se selecciond la FAcOEt para su analisis fitoquimico, por cromatografia en
capa fina (CCF) y posteriormente por cromatografia liquida de alta resoluciéon acoplada a
espectrometria de masa (HPLC-EM). Se lograron identificar 33 compuestos, destacando la
presencia de acidos fenoles y flavonoides. La cantidad de hiperdsido, uno de los flavonoides

mayoritarios, fue 1,5%.

Parala FACOEt y la fraccidn de diclorometano (FDCM) se estudié la actividad antiinflamatoria
en la linea celular HL60. La FACOEt presenté mayor inhibicion de la enzima mieloperoxidasa

(MPO) (ICso: 73,69 £ 4,09 pg/mL) con respecto a la FDCM y menor toxicidad.

Se concluye que el ET de Crataegus monogyna Jacg. y la FAcOEt, por su potente accidn
antioxidante e inhibicion de la MPO, seria una fuente de moléculas bioactivas frente a la

inflamacién suscitada por estrés oxidativo.

Palabras claves: Crataegus monogyna, hiperdsido, acetato de etilo, actividad antioxidante,

actividad antiinflamatoria.
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1. INTRODUCCION

1.1. Perfil botanico de Crataegus monogyna Jacq.

Crataegus monogyna Jacg., comunmente conocida como espino albar, espino blanco o
majuelo, es una planta fanerégama perteneciente a la familia Rosaceae. Esta es una familia muy
diversa que se extiende particularmente por el hemisferio norte y que incluye desde 95 a mas
de 100 géneros diferentes (Hummer and Janick, 2009). El espino albar es un arbusto o arbol de
hasta 4 metros de altura (exceptuando algunos ejemplares de unos 8 metros), espinoso, de hoja

caduca y con ramificaciones, ya sean glabras o vilosas (Cueto and Giménez, 2009).
Caracteristicas botdnicas de Crataegus monogyna Jacq.:

= Hojas caducas, rdmbico-aovadas, cuneadas, con peciolo de 1-3 cm y limbo de 2-5 cm de
largo, recortadas por 3-7 lIébulos profundos algo dentados (Rapoport, 2014). Son
heteromorfas, simples, subcoridceas, algo vilosas y con 1-2 dientes glanduliferos en I6bulos
basales de hojas apicales de las ramillas floridas (Cueto and Giménez, 2009).

= Flores actinomorfas y hermafroditas de 5 pétalos blancos, de c. 1.5 cm de didmetro,
estambres rojizos, dispuestas en corimbos de 4-11 flores terminales. Normalmente presenta
1 estilo, pero algunas flores presentan hasta 3 (Figura 1).

=  Fruto rojo en pomo, elipsoideo, de 1 cm, con una semilla, aunque a veces presenta mas

(Rapoport, 2014) (Figura 2).

Figura 1. Flores de Crataegus monogyna Jacq. Figura 2. Frutos de Crataegus monogyna Jacq.

La planta se encuentra desde el Mediterraneo y Oriente Asiatico hasta Afghanistan. Es una
planta ornamental tipica del paisaje de Europa Central, Gran Bretafia, EE. UU., Nueva Zelanda y

Argentina (no patagdnica) (Rapoport, 2014).



1.2. Composicion quimica.
El espino albar es una planta medicinal usada desde tiempos inmemoriales, razén por la cual

se han realizado algunos estudios sobre su composicidn quimica.

Las flores son ricas en flavonoles y flavonas, tocoferoles, acidos fenoles (como los acidos
clorogénicoy cafeico), vitamina Cy presenta una buena ratio de acidos grasos n-6/n-3. Los frutos
inmaduros contienen procianidinas y dcidos grasos poliinsaturados. En las hojas destaca la
presencia de rutina, vitexina, vitexin-2""-0-a-L-ramndsido e hiperdsido (1,5%-2%) (Nabavi et al.,
2015) (Murray, 2013). El isémero mas abundante en la planta es la (-)-epicatequina (Nabavi et

al., 2015).

En cuanto a la Sumidad, los estudios realizados revelan que son las catequinas, los flavonoides

y los triterpenos los compuestos mayoritarios (Nabavi et al., 2015).

Entre las primeras, los flavan-3-oles como catequina, epicatequina y sus isémeros son los

mayoritarios (Figura 3).
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Figura 3. Flavan-3-oles aislados de Crataegus monogyna Jacq. (Nabavi et al., 2015).

Las procianidinas son oligdmeros de catequina/epicatequina y en el espino albar se
consiguieron aislar procianidina B2 (Figura 4), B4 y B5. Ademas de estos dimeros, se puso de
manifiesto la presencia de trimeros y tetrameros de (-)-epicatequina (procianidina C1 y D1,

respectivamente) (Nabavi et al., 2015).
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Figura 4. Procianidina B2 aislada de Crataegus monogyna Jacq. (Navabi et al. 2015).

Los flavonoides también son compuestos muy abundantes en la Sumidad de Crataegus,
especialmente en forma de heterdsidos, destacando el hiperésido (quercetin-3-O-glucdsido).

Otros flavonoides puestos de manifiesto fueron ramndésidos de rutina y vitexina (raro derivado

de flavona C-glicosilada) y 6 analogos de di-C-glicosilapigenina en sus hojas.
En esta misma revision de Nabavi y colaboradores se describe un estudio acerca del polen de

abeja de esta especie donde se lograron identificar los derivados 8-metoxikaempferol y 3-

neohesperidésido, entre otros flavonoides (Figura 5) (Nabavi et al., 2015).
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Figura 5. Flavonoides aislados de Crataegus monogyna Jacq. (Nabavi et al., 2015).



En la Sumidad aérea se aislaron acidos triterpénicos (0,6%) tales como betulinico, oleandlico,
ursélico y crataegdlico (Figura 6), butirospermol, 24-metilen-24-dihidrolanosterol y cicloartenol,

junto con alcoholes alifaticos simples (Nabavi et al., 2015) (Garcia et al., 1997).

OH

Ursolic acid Uvaol

Oleanolic acid Crataegolic acid

Figura 6. Principales dcidos triterpénicos de Crataegus monogyna Jacq. (Wu et al., 2020).

Ademas, la sumidad de espino blanco presenta feniletilaminas cardioactivas, sales potasicas

y trazas de aceites esenciales (Vanaclocha, en https://www.fitoterapia.net., 2020).

1.3. Uso tradicional.
En el siglo |, Dioscérides recogid la actividad cardiovascular de Crataegus monogyna Jacq. En
China, se describid la actividad antidisentérica de Crataegus pinnatifida en Tang Materia Medica

(primera farmacopea oficial conocida en el mundo) (Wu et al., 2020).

Desde antafo, las personas han utilizado el espino albar para elaborar diversas recetas:
mermelada con sus frutos, reemplazar el café por sus frutos desecados, ensalada con hojas y

flores tiernas, té con hojas y flores secas... (Rapoport, 2014).
Unas 1.000 especies de Crataegus tienen un uso ornamental (Hummer and Janick, 2009).

Los preparados de espino van desde infusiones o tinturas hasta extractos estandarizados.
Puede encontrarse como medicamento autorizado (con receta), medicamento de venta libre
(OTC), producto fitoterapico autorizado, suplemento dietético o remedio herbal no regulado

(Koch and Malek, 2011).


https://www.fitoterapia.net/

Tradicionalmente, se ha utilizado esta planta para tratar afecciones cardiovasculares,
nerviosas y digestivas tales como ansiedad, asma, hipertensién e hipotension, dislipemia,

angina, arritmia, insuficiencia cardiaca e indigestién (Dahmer and Scott, 2010).

1.4. Actividad farmacoldgica y usos terapéuticos.

Crataegus monogyna Jacq. es una planta medicinal que ha sido empleada para el tratamiento
de cdlculos renales, dolencias digestivas, disnea y patologias cardiovasculares. El uso del espino
albar fue documentado en Europa por primera vez a finales del siglo XIX y en la actualidad, su
principal utilidad es para tratar afecciones cardiovasculares, ya que reduce factores de riesgo

tales como la inflamacion, la hipertensién y la trombosis (Rigelsky and Sweet, 2002).

Los compuestos polifendlicos presentes en la planta parecen responables, en parte, de su
actividad farmacoldgica. Segun estudios, el uso del espino albar como coadyuvante del
tratamiento mejora los sintomas de la insuficiencia cardiaca (Dahmer and Scott, 2010), la
capacidad funcional y la calidad de vida de pacientes con insuficiencia cardiaca de clase Il y Ill
(Holubarsch et al., 2018). Aumenta la tolerancia al estrés fisico y la mortalidad disminuyd
significativamente tras 6 y 18 meses. Ademas, también podria utilizarse para tratar otras

afecciones cardiovasculares (Koch and Malek, 2011).

Numerosos estudios nos muestran que el extracto de espino presenta un marcado efecto
antiarritmico debido a las procianidinas: efecto inotropo positivo y mejora la ratio fuerza-
frecuencia del corazéon (Dahmer and Scott, 2010), aumenta la contractibilidad miocardica
dependiente de concentracion y prolonga el potencial de acciéon y periodo refractario
(Holubarsch et al., 2018). El efecto inotropo positivo se debe a un aumento de la sensibilidad
intracelular al calcio. También puede inducir ritmicidad en cardiomiocitos inactivos y disminuye
la fuerza de contraccion por la via muscarinica a través de los receptores M2 (Koch and Malek,
2011). Ademas, presenta un efecto cronotropo negativo y mejora el ritmo cardiaco (Nabavi et

al.,, 2015).

Otros estudios han demostrado el poder antioxidante de los flavonoides y se ha visto que
inhiben la agregacion y adhesién plaquetaria y previenen la oxidacién de LDL, dotando a la
planta con actividad antiaterogénica (Dahmer and Scott, 2010). Reducen el colesterol total, LDL,
VLDL y HDL por aumento de su absorcién hepatica, degradacion e inhibicidn de su biosintesis.
Reducen el colesterol y los triglicéridos debido a la sobreexpresion hepatica de colesterol-7-a-
hirdoxilasa y la disminucién intestinal de acil-Coenzima A. Previenen la hiperlipidemia regulando
los receptores hepaticos de LDL, previniendo acimulo de colesterol en el higado y favoreciendo

su degradacion (Murray, 2013). Ademas, disminuyen la adipogénesis por expresion génica (Wu



et al., 2020). De esta forma, disminuyen también el riesgo de aterosclerosis (Koch and Malek,

2011).

Se ha demostrado que los flavonoides y procianidinas ejercen un efecto vasodilatador debido
a la activacion de diversos factores de relajacién endotelial y por inhibicién de las
fosfodiesterasas (Dahmer and Scott, 2010). También aumentan la liberacién de oxido nitrico
(NO) endotelial e inhiben su degradacion. El aumento de NO retrasa la activacion del sistema
angiotensinay previene el envejecimiento endotelial (Holubarsch et al., 2018). La vasodilatacion
aumenta el flujo coronario, previniendo arteriosclerosis y estenosis por angioplastia (Koch and
Malek, 2011) y mejora el flujo de oxigeno y su uso por parte del corazén, ademas de estabilizar
los capilares sanguineos gracias a la accién vitaminica P de los flavonoides (Murray, 2013). El
aumento de NO y la disminucién de endotelina disminuyen la permeabilidad vascular,
protegiendo el endotelio. Esto es de especial interés en otras situaciones en las que se genere
dafio endotelial, como envejecimiento, diabetes o hipertensién (Wu et al., 2020). La
vasodilatacién y prevencién de la inflamacidn impiden la hiperpermeabilidad del endotelio,
crucial en la formacién del edema e inflamacidn caracteristica de la insuficiencia cardiaca

(zorniak et al., 2017).

Las procianidinas (Figura 7) inhiben la elastasa producida por neutréfilos y protegen al

miocardio frente a los radicales libres generados en una isquemia (Dahmer and Scott, 2010).
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Figura 7. Mecanismos de accion de oligoprocianidinas (Zorniak et al., 2017).

El extracto estandarizado de espino reduce el estrés oxidativo vascular, protegiendo frente a

problemas cardiacos, vasculares y renales debido a su potente poder antioxidante (Holubarsch
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et al., 2018). Algunos extractos estudiados, como el extracto WS 1442 (extracto seco de hojas y
flores de Crataegus cuyo disolvente es etanol al 45% y la concentracion de procianidinas se
ajusta al 17,3%-20,1% (Holubarsch et al., 2018)) y extracto LI 132, ejercen un efecto
cardioprotector frente a lesiones por perfusién isquémica e inhiben la actividad fosfatasa de la
calcineurina, disminuyendo la hipertrofia cardiaca en hipertension. Ademas, el extracto WS
1442 protege frente al gasto cardiaco disminuido y aumento de resistencia periférica sin afectar
la frecuencia o la presién arterial (Koch and Malek, 2011), reduce el estrés oxidativo en el
miocardio y previene la apoptosis, siendo cardioprotector (Murray, 2013). Los flavonoides
disminuyen las especies reactivas de oxigeno, citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) y la
formacién de peroxinitratos, protegiendo frente a isquemias (Nabavi et al., 2015). La vitexina
inhibe la doxorrubicina inducida por estrés oxidativo, inflamacidn, apoptosis y dafio miocardico

(Wu et al., 2020).

Por tanto, el efecto cardioprotector se debe a la disminucién de la disfuncién endotelial,
inhibicion de la oxidacidn lipidica, a sus propiedades antiinflamatorias (Holubarsch et al., 2018)
y a la disminucidn de lipidos en sangre, ya que permite bajar el nimero de células espumosas

que generan inflamacién y dafo endotelial (Wu et al., 2020) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo protector del espino albar (Wu et al., 2020).

Los efectos adversos son raros y no graves, como cefalea, insomnio, agitacion, nauseas,
vomitos... (Nabavi et al., 2015). Se ha demostrado su seguridad en pacientes con insuficiencia

cardiaca (Koch and Malek, 2011) y se recomienda en pacientes con enfermedades coronaria,



aterosclerosis, hipertension e hipercolesterolemia (Murray, 2013). Por falta de estudios no se
recomienda su uso en nifios, embarazo o lactancia y esta especialmente contraindicado en
personas con hipersensibilidad a Crataegus. La dosis recomendada es de 600-1.800 mg/dia
dividido en dos o tres tomas (Dahmer and Scott, 2010). Existen interacciones tedricas con
digitdlicos, antiarritmicos, antihipertensivos e hipolipemiantes pero los estudios no reportan

interacciones (Koch and Malek, 2011).

Otras actividades observadas fueron: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) debido al 4cido oleandlico, antiinflamatoria por los acidos triterpénicos, depresion central
y analgesia (por receptores opioides) debido a los flavonoides, gastroprotector y antimicrobiano

(Nabavi et al., 2015).

En un estudio se observé que, junto con metformina, se redujo el indice de masa corporal
(IMC) y la hemoglobina glicosilada (HbA1lc) en pacientes con prediabetes complicada por higado

graso no alcohdlico (Wu et al., 2020).

Los 4cidos triterpénicos presentan una amplia gama de acciones: hipolipemiante,
hipoglucemiante, antiinflamatoria, antiarritmica, antitumoral, anticancerosa y citotdxica,
espermicida, antiulcerosa, antihepatotodxica, arteriosclerdtica, anticonvulsiva, antivirasica y

antialérgica (Ahumada et al., 1995).



2. OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es realizar un estudio fitoquimico y valorar la actividad
antioxidante de un extracto etandlico total (ET) procedente de la Sumidad de Crataegus
monogyna Jacq., y las diferentes fracciones obtenidas mediante extraccidon liquido-liquido a
partir de dicho extracto con disolventes de diferente polaridad. Seleccionaremos los extractos

con mayor potencial farmacoldgico para su analisis.
Los objetivos especificos son:

1. Obtenciony fraccionamiento del extracto etandlico.
2. Estudio de la actividad antioxidante del extracto y de las fracciones obtenidas.
3. Estudio fitoquimico:
3.1. Estudio del extracto y de cada fraccion por cromatografia en capa fina.
3.2. Andlisis cuantitativo de fenoles totales.
3.3. Andlisis cuantitativo de flavonoides totales.
3.4. Perfil fitoquimico de la fraccién mas antioxidante mediante HPLC-EM.
4. Estudio de la actividad antiinflamatoria en cultivos celulares HL60 de las fracciones mas
activas:
4.1. Estudio de la viabilidad celular.

4.2. Estudio de la actividad enzimatica de la MPO.



3. METODOLOGIA

3.1. Obtencion y fraccionamiento del extracto etandlico.

3.1.1. Recoleccién de la droga.
La Sumidad de Crataegus monogyna Jacq. fue recolectada en la primera quincena de febrero
de 2019 en el Puerto de los Vientos (Serrania de Ronda, Malaga). Se desecd en el laboratorio a

temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

3.1.2. Obtencién y fraccionamiento del extracto etandlico.

Se pesaron 50 gramos de Sumidad de Crataegus monogyna Jacq. y se trocearon
posteriormente para favorecer la extraccion de los compuestos. A continuacidn, el material
vegetal se dejo en maceracidn con el disolvente para obtener el ET. La maceracion se llevd a
cabo a temperatura ambiente y en oscuridad durante 24 horas con 300 ml de etanol 802. Una
vez transcurrido ese tiempo, se filtré a vacio y se repitié la maceraciéon con otros 300 ml del
disolvente para extraer la mayor cantidad de compuestos posible. Recogido el filtrado, se llevd
a sequedad en rotavapor para obtener el residuo seco total, a una temperatura maxima de 40°C.

Por ultimo, se calculé el rendimiento del extracto referido a planta seca.

Con respecto al fraccionamiento, el residuo seco total se redisolvié en 50 ml de acetona/agua
(1:1) y se procedid al fraccionamiento mediante extraccion liquido-liquido utilizando para ello
disolventes con diferentes polaridades. Esta extraccidn se realizd6 en campana extractora con
embudo de decantaciéon hasta agotamiento usando para ello los disolventes n-hexano,
diclorometano y acetato de etilo, en este orden de polaridad creciente de disolventes. Para
finalizar, cada una de las fracciones se llevaron a sequedad en rotavapor, obteniendo asi los
residuos secos de las distintas fracciones: fraccién de hexano (FHEX), fraccién de diclorometano
(FDCM), fraccidn de acetato de etilo (FACOEt) y fraccién acuosa (FAC). Por ultimo, se calculd el

rendimiento para cada fraccién, referido a ET inicial.

3.2. Estudio de la actividad antioxidante del extracto y de las fracciones obtenidas.
Para determinar la actividad antioxidante se utilizé un método colorimétrico sencillo
(Sdnchez-Moreno et al., 1998) basado en la reaccion directa de radicales libres con un

compuesto antioxidante.

Para esta experiencia se empleé el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) a una
concentracidn de 0,04% p/v en etanol absoluto. Este radical libre es estable, de color violeta
intenso disuelto en etanol y presenta una fuerte absorcién a 515 nm (Cheng et al., 2006). El

DPPH es reducido por compuestos antioxidantes generando la decoloracion de la solucién y
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disminuyendo la absorbancia a la longitud de onda mencionada anteriormente, siendo este

efecto proporcional al nimero de electrones que capture (Cuendet et al., 1997):
DPPH* + AH > DPPH-H + A*
Los materiales, aparatos, reactivos, y muestras empleados fueron los siguientes:
Materiales:

» Microplaca con 96 pocillos de 300 uL de capacidad.

» Micropipetas de intervalos de volumen 100-1000 uL (Labnet®) y puntas de plastico.
Aparatos:

» Lector de microplacas Biochrom AsysHihtech Expert 96.
Reactivos:

» Reactivos: DPPH (Sigma Aldrich®) y etanol absoluto (VWR Chemicals®).

Muestras a ensayar:

» Patrdn de referencia: acido cafeico (Sigma Aldrich®).

» ETy fracciones: FHEX, FDCM, FAcOEty FAC.

En la microplaca de 96 pocillos se afiadieron, por duplicado, 100 pL de las distintas
concentraciones del patrén acido cafeico (CF) o de las muestras (6,25 a 200 pg/mL), 100 pL de
etanol y 50 uL de solucién de DPPH 0,04% previamente preparada. Se compararon frente a un
blanco, por duplicado, constituido por 100 uL de cada una de las distintas fracciones y 150 L de
etanol. Por ultimo, se prepararon varios pocillos con 50 uL de la soluciéon de DPPH y 200 pL de

etanol absoluto que actuaron como control de absorbancia maxima.

La microplaca se dejoé a temperatura ambiente y al abrigo de la luz durante 15 minutos y
después se procedid a la lectura de absorbancia a 515 nm en el lector de placas multipocillos
(Figura 9). Una mayor actividad antioxidante se manifestd por un marcado viraje de color violeta

a amarillo en el pocillo y una disminucidn de la absorbancia determinada.
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|ET || FHEX |FDCM IFACOEt| FAC | |CF |

Blanco
DPPH
6,25 pg/mL
12,5 pg/mL
25 pg/ml.

50 ug/mL
100 pg/mL

200 pg/mL

Figura 9. Microplaca utilizada en el estudio de la actividad antioxidante.

El porcentaje de DPPH captado por el antioxidante se obtiene de la siguiente ecuacién (Cheng

et al., 2006):
Actividad antioxidante (%) = (1 — A muestra/A controt) X 100

Para calcular la actividad antioxidante o actividad antirradicalaria se sustituyeron los valores
de absorbancia obtenidos en la ecuacién anterior a los que se les resto los valores del control
blanco. La actividad antioxidante del extracto y sus fracciones fueron expresadas como valor ICso
(concentracion pg/mL que reduce la cantidad del radical en un 50%), calculadas por curvas de

regresion lineal.

3.3. Estudio fitoquimico.

3.3.1. Estudio del extracto y de cada fraccién por cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica sencilla y preliminar utilizada para la
separacion e identificacién de diferentes compuestos presentes en una muestra. Las muestras
se depositan sobre la fase estacionaria (cromatofolio de silicagel) y la fase movil, preparada con
distintos disolventes para obtener la polaridad deseada, separard los compuestos a medida que
recorre la fase estacionaria en funcidn de su afinidad por la fase moévil. La identificacion de

compuestos mediante esta técnica se basa en el Rf de los compuestos.

Gran variedad de compuestos fenélicos han sido identificados mediante CCF atendiendo a los
valores de Rf y a la utilizacion de patrones. Otras formas de identificar los compuestos
polifendlicos son por sus propiedades de fluorescencia al irradiarlos con luz UV para detectar
compuestos con dobles enlaces conjugados, por reacciones con agentes especificos y por sus

caracteristicas espectrales (Rico, 2019).

Los materiales, aparatos, reactivos y muestras empleados fueron los siguientes:
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Materiales:

Cubeta de vidrio con tapa.
Cromatofolios de silicagel (Merck®).

>
>
» Pipeta de vidrio.
>

Capilares de vidrio.

Aparatos:

» Camara oscura con lampara de luz UV (Spectroline Model CM-10 Spectronics

Corporation®).
Reactivos:

» Reactivos de fases méviles: n-hexano, acetato de etilo, acido férmico y agua.

> Reactivo de revelado: Oleum (4cido sulfurico, acido acético glacial, agua (8:32:160)).

Muestras a ensayar:

» Patrones de referencia: acido oleandlico, acido ursélico, hiperdsido, procianidina B,,
rutina, vitexina, luteolina, acido clorogénico y acido cafeico.

» ETy fracciones: FHEX, FDCM, FAcOEt y FAC.

Para caracterizar los compuestos que contienen los extractos, se dispusieron las soluciones
de los patrones y extractos en la parte inferior de la placa de silicagel (fase estacionaria)
utilizando capilares de vidrio. Después, se introdujo en una cubeta de vidrio que contenia la fase
movil. En funcidon de sus caracteristicas fisicoquimicas, concretamente su polaridad, los
compuestos patrones y los del extracto ascienden por la placa y se separan. Se dejé subir la fase
movil por la placa hasta que el frente estuvo a 1 cm del borde superior. A continuacién, se sacé
la placa de la cubeta y se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seca, se observé a la luz
UV (254 nm), se reveld con dleum y calor (1202C) durante 5 minutos y se midieron los Rf de las
manchas reveladas. La identificacion de los compuestos contenidos en el extracto se hace por

comparacion con los patrones disueltos en etanol.

Los patrones y fases mdviles empleados en las cromatografias para el estudio del extracto y

sus fracciones se recogen a continuacion (Tabla 1):
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Extracto y fracciones Patrones Fases Moviles

Acidos triterpénicos: acido ursélico Hexano/Acetato de etilo (7:3).

ET, FHEX Y FDCM o » _ _
y acido oleandlico. Recorrido y medio.

Hexano/Acetato de
Flavonoides: rutina, hiperésido, )
etilo/Acido férmico/Agua
vitexina y luteolina.

FACOEt, FAC (4:11:2:3)
Antociano: procianidina B, Hexano/Acetato de
Acidos fenoles: 4cido clorogénicoy etilo/Acido férmico/Agua
acido cafeico. (4:11:2:3)

Tabla 1. Patrones y fases moviles empleadas en cromatografia en capa fina para el estudio del

extracto y las fracciones.

3.3.2. Analisis cuantitativo de fenoles totales.

Para determinar la cantidad total de fenoles presentes en el ET y las fracciones de la Sumidad
de Crataegus monogyna Jacq., se utilizé el método espetrofotométrico de Folin-Ciocalteu
(Singleton and Rossi, 1965) modificado por Medina (Medina, 2011) para reducir los voliumenes
empleados de reactivos y muestra. Esta identificacidn se basa en un proceso redox, ya que el
ion fenolato capta oxigeno rdpidamente alcanzando un pH = 10. Debido a esto, se aflade Na,CO3
qgue permite la aparicién de un compuesto reductor de color azul. El acido gélico (AG) es el

patron de referencia utilizado para la recta de calibrado.
Los materiales, aparatos, reactivos, y muestras empleados fueron los siguientes:
Materiales:

» Microplaca de 96 pocillos de 300 pL de capacidad.
Tubos de ensayo de 10 mL.
Micropipetas de intervalos de volumen 10-100 pL y 100-1000 puL (Labnet®) y puntas de

pldstico.
Aparatos:
» Lector de microplacas Biochrom AsysHihtech Expert 96.
Reactivos:

» Reactivos: reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac®) y carbonato sédico (Na;COs) al 7%

(Panreac®).
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Muestras a ensayar:

» Patrdn de referencia: acido galico (Sigma Aldrich®).

» ETy fracciones: FHEX, FDCM, FAcOEt y FAC.

Se prepararon 2 mL de concentraciones seriadas (0, 10, 25, 50, 100, 200, 250 y 500 pg/mL)
del patrén de AG disuelto en etanol al 50% para elaborar la curva de calibrado. Las muestras se
prepararon a una concentracion de 200 pg/mL disueltas en etanol al 50%. A continuacidn, se
tomaron 50 pL de las distintas concentraciones del patrén AG y de las muestras (ET y fracciones)
y se dispusieron en tubos de ensayo. Se afiadieron a cada uno de ellos 430 pL de agua destilada
y 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se mezclé bien. Al cabo de 5 minutos (ya deberia haberse
producido la reaccidn), se adicionaron 50 pL de solucién saturada de Na,COs al 7% previamente
preparada (mezclar bien) y otros 450 pL de agua destilada. Después, se dejé 30 minutos a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Por ultimo, se tomaron 200 pL de cada tubo y se
Ilevaron a una microplaca para leer las absorbancias en el lector de microplacas a una longitud

de onda de 750 nm (Figura 10).

Figura 10. Microplaca utilizada en la cuantificacion de fenoles totales.

La ecuacién de la recta patron de AG se utilizd para el cdlculo de las concentraciones de
fenoles totales, tanto en el ET como en las fracciones, sustituyendo los correspondientes valores
de absorbancia en dicha ecuacidn. Los resultados se expresaron en mg de fenoles (equivalentes

de AG/g de extracto seco).

3.3.3. Analisis cuantitativo de flavonoides totales.
Para determinar la cantidad total de flavonoides presentes en el ET y las fracciones de la
Sumidad de Crataegus monogyna Jacq., se utilizd la técnica de Lamaison y Carnat (Lamaison and

Carnat, 1990) modificada por Bedreag (Bedreag et al., 2014).

Los materiales, aparatos, reactivos y muestras empleados fueron los siguientes:
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Materiales:

» Tubos de ensayo de 10 mL.
» Microplaca de 96 pocillos de 300 pL de capacidad.
» Micropipetas de intervalos de volumen 10-100 pL y 100-1000 uL (Labnet®) y puntas de

plastico.
Aparatos:
» Lector de placas multipocillos Biochrom Asys Hihtech Expert 96.
Reactivos:

» Reactivos: cloruro de aluminio (AICI5) al 10% en etanol absoluto y etanol absoluto (VWR

Chemicals®).

Muestras a ensayar:

» Patron de referencia: rutina (Sigma Aldrich®).

» ETyfracciones: FHEX, FDCM, FAcOEty FAC.

Se prepararon 2 mL de concentraciones seriadas (0, 10, 25, 50, 100, 200, 250 y 500 pg/mL)
del patrén rutina (RU) disuelto en etanol al 50% para elaborar la curva de calibrado. Las muestras
se prepararon a una concentracion de 200 pg/mL disueltas en etanol al 50%. A continuacion, en
una microplaca, se colocaron por pocillo 100 pL de las distintas concentraciones del patrén RU
o de las muestras y 100 pL de AICl3 al 10% en etanol. Se dejé reposar 30 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se procedid a la lectura de las absorbancias en el lector de placas a

una longitud de onda de 405 nm (Figura 11).

Figura 11. Microplaca utilizada en la cuantificacion de flavonoides totales.
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Las medidas se hicieron frente al blanco, reafirmando la presencia de flavonoides en la

muestra al producir un viraje de color del reactivo a amarillo.

Las concentraciones seriadas de RU se utilizaron para elaborar la recta de calibrado, cuya
ecuacién nos permitié calcular las concentraciones de flavonoides en las muestras al sustituir
sus valores de absorbancia. Los resultados se expresaron en mg de flavonoides (equivalentes de

RU/g de extracto seco).

3.3.4. Perfil fitoquimico de la fraccion mas antioxidante mediante HPLC/EM.

Se selecciond la fraccidn de mayor actividad antioxidante para su estudio fitoquimico por
HPLC/EM. La FACOEt fue analizada empleando un espectrometro de masa acoplado por UHPLC
Orbitrap Quadropole Q Extractive (ThermoScientific). La muestra se prepard disolviendo 2 mg
de la FACOEt en 1 mL de metanol al 50% que contenia acido férmico al 0,1% v/v. A continuacion,

la muestra se pasé por un filtro de 0,2 um de luz de malla.
Las condiciones UHPLC (Dionex Ultimate RS) en condiciones de gradiente fueron:

» Disolvente A: agua que contiene acido férmico al 0,1% v/v.

» Disolvente B: metanol que contiene acido férmico al 0,1% v/v.
El sistema de elucién en gradiente funciond de esta forma:

=  0-5% B (0-1 minutos).
= 5-100% B (1-12 minutos).
= 100-5% B (12,1-15 minutos).

Para la separacién de los compuestos se utilizé una columna ACQUITY UPLC BEH C18 (130 A,
1,7 um, 2,1 mm X 100 mm). Se inyectaron 5 pL de la muestra a un volumen de flujo de 0,5

mL/min. La columna se mantuvo a 402C y el tiempo de ejecucion total fue de 15 minutos.

Los datos de HRMS/MS se adquirieron en modo negativo en un rango de exploracién de 50-
750 m/z. El cromatograma en modo de TIC, cuyas condiciones de equipo fueron tiempo de

exploracién = 1 microexploraciones e IT 500 ms, con una resolucién de 70.000.
Las condiciones ESI fueron:

Temperatura capilar: 320°C.
Voltaje de pulverizacion: 3,0 kV.

Gas principal: nitrégeno 60 Au.

YV V V VY

Gas auxiliar 25 Au.
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Los datos obtenidos se procesaron con el software Xcalibur 4.0 de ThermoScientific. Los picos
se identificaron por comparacidon con sus tiempos de retencién, masa exacta e iones

fragmentados con los estdndares correspondientes.

3.4. Estudio de la actividad antiinflamatoria en cultivos celulares HL60 de las fracciones mas

activas.

3.4.1. Obtencidn de la suspensidon celular y medida de la viabilidad celular.

La linea celular utilizada para los ensayos fue la HL60 (leucemia promielocitica aguda). Estas
células son promielocitos, es decir, precursoras de los granulocitos (eosindfilos, basoéfilos y
neutrofilos) y, por tanto, presentan muchas de las propiedades de estas células como la
expresion de numerosos factores implicados en la inflamacion: ciclooxigenasa-2 (COX-2) y

mieloperoxidasa (MPO) entre otros.

La suspensidn celular se prepard en un tubo falcon estéril. Para el contaje celular se tomaron
50 uL de la suspension para llevarlos a un tubo eppendorf con 50 puL de colorante azul de tripan,
mezclando suavemente (solo se tifien las células muertas). El nimero total de células en la
suspension se calculé utilizando un hemocitémetro para el conteo celular y su observacién al

microscopio segun la siguiente férmula:
(media de n2 células vivas contadas/n? de recuadros grandes contados) x 2 x 10.000 células/mL

La suspension celular se ajusté a 1.500.000 células/mL afiadiendo la cantidad de medio de

cultivo necesario.

La viabilidad celular se realiza para comprobar la ausencia de toxicidad de las concentraciones
de las muestras a ensayar. Para este ensayo se utilizd la técnica de la resazurina (Silva et al.,
2016). Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccién de la resazurina (compuesto de color
azul) a resorufina (compuesto de color rosa). La reducciéon y el cambio de color son
proporcionales al nimero de células vivas. La medicion de la absorbancia se hace a 2 longitudes

de ondas, 540 nm para detectar resorufina y 630 nm para detectar resazurina.
Los materiales, aparatos, reactivos y muestras utilizados fueron:
Materiales:

» Tubo falcon estéril.
» Microplaca de 96 pocillos de 300 pL de capacidad.

» Tubos eppendorf de volumen 1,5 mL.
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» Micropipetas de intervalos de volumen 10-100 pL y 100-1000 pL (Labnet®) y puntas de

plastico.

Aparatos:

Hemocitémetro (Marienfeld®)
Incubadora de CO; (RS Biotech®)
Centrifuga (Kubota®)

vV V V V

Lector de microplacas Biochrom AsysHihtech Expert 96.
Reactivos:

» Reactivos: medio de cultivo RPMI-1640 completado con 10% FBS y 1%
Penicilina/Estreptomicina.

» Azul de tripan

» Resazurina 1M en medio de cultivo.

» Suspensidn celular HL60 (1.500.000 células/mL) en medio de cultivo.

Muestras a ensayar:

» Patron de referencia: indometacina.

» Fracciones: FACOEt y FDCM.

En una microplaca con 96 pocillos se incubé la suspension celular con las diferentes
concentraciones finales de FACOEt y FDCM (10, 50, 100 pg/mL). También se prepard un blanco
utilizando medio de cultivo y un control con la suspension de células sin tratar. Después, se

incubd la placa durante 24h en una incubadora de CO..

Tras incubar, se recogié el contenido de los pocillos en tubos eppendorf y se guardaron las
muestras a -202C durante 1 hora. Posteriormente, se sacaron las muestras del congelador, se
dejaron atemperar, se centrifugaron durante 5 minutos a 300 G y se resuspendio el pellet de

células para homogeneizar.

Se determind la viabilidad celular de las fracciones en estudio. Para ello, se afiadié en cada
pocillo 200 pL de medio de cultivo (blanco), suspensién celular sin tratamiento (control) o la
suspension celular con las fracciones a ensayar a las diferentes concentraciones (muestras) y 20
uL de la solucidn de resazurina (1M). A continuacién, se dejo incubar durante 1 hora y se

procedid a medir las absorbancias en un lector automatico de microplacas a 540 nmy 630 nm.

Los resultados se expresaron como viabilidad celular (%) y se calcularon sabiendo que la

absorbancia del control presentd un 100% de viabilidad. Se utilizaron las siguientes férmulas:
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A final muestra = A 540NM muestra — (A 630NM myestra X CC)
A todos los valores de absorbancia se les resto el valor del blanco (medio de cultivo).
El coeficiente de correlacion se calculé de la siguiente forma:
CC = (A 540nM resazurina — A 540NM medio) / (A 630NM resazurina — A 630NM medio)

3.4.2. Estudio de la actividad enzimatica de la enzima MPO.

La MPO es una enzima constitutiva de neutréfilos y monocitos y uno de los muchos
mediadores proinflamatorios que estos liberan en las dreas inflamadas para erradicar
patdgenos. El mecanismo de la MPO utiliza peréxido de hidrégeno (H,0;) para oxidar anion
cloruro (CI') y formar acido hipocloroso (HCIO), potente oxidante y antimicrobiano que causa

dafio en el tejido, asocidndose a procesos de inflamacion crénica.

En el laboratorio, se midié la inhibicién de esta enzima por la FACOEt y la FDCM de la Sumidad
de C. monogyna Jacqg. siguiendo el modelo de Bradley (Bradley et al., 1982), que consiste en la
oxidacion dependiente de H,0, de un donador artificial de electrones (orto-dianisidina)
produciendo un cromdgeno amarillo cuya absorbancia se mide por espectrofotometria a 450
nm. Este ensayo in vitro se realizé tras la incubacidn durante 24 horas de las distintas
concentraciones de las fracciones en estudio con las células HL60 (leucemia promielocitica

aguda humana) ya que sus niveles basales de MPO estan aumentados.

Los materiales, aparatos y muestras utilizados fueron los mismos que en el ensayo anteriory

los reactivos especificos fueron:
Reactivos:

» O-dianisidina 0,067% p/v en agua destilada.
» HETAB 0,5% p/v en tampdn fosfato pH=6,5.
» Perdxido de hidrégeno (H,0;) 0,003% v/v en agua destilada.

Muestras a ensayar:

» Patrén de referencia: indometacina.

» Suspension de células tratadas con las fracciones en estudio a distintas concentraciones.

En una microplaca con 96 pocillos se incubé 200 uL de suspension celular (1.500.000
células/mL) con las diferentes concentraciones finales de la FAcOEt y la FDCM (10, 50, 100
pug/mL). También se preparé un blanco (medio de cultivo) y un control con la suspensién de

células sin tratar. Después, se incubd la placa durante 24 horas en una incubadora de CO,.
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Tras incubar, se recogid el contenido de los pocillos de las células tratadas y sin tratar en tubos
eppendorf y se guardaron las muestras a -202C durante 1 hora. Posteriormente, se sacaron las
muestras del congelador, se dejaron atemperar, se centrifugaron durante 5 minutos a 300G y
se resuspendieron los pellets con una micropipeta para homogeneizar el contenido de cada

eppendorf y realizar la medida de la actividad de la MPO.

Para la medida de la actividad de la MPO se afiadieron en cada pocillo 70 uL de blanco (medio
de cultivo), control (suspensién celular sin tratamiento) o muestras de las células tratadas a las
diferentes concentraciones, 70 uL de la solucién de o-dianisidina, 70 pL del tampdén HETAB
pH=6,5 y por ultimo 70 pL de la solucidn de perodxido de hidrogeno 0,003% v/v, sustrato de la
reaccioén. Finalmente, se dejé incubar la placa durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
procedid a la lectura de las absorbancias en un lector automatico de placas multipocillos a 450

nm.

Los resultados fueron expresados como actividad de MPO (%) y se calcularon a partir del
control, sabiendo que este presentaba un 100% de la actividad de la enzima ya que las células
no fueron tratadas. A todos los valores de absorbancia se les resté el valor del blanco (medio de
cultivo). Los resultados se muestran en una grafica que representa concentracién frente a
porcentaje de actividad de MPO. Ademas, se calcularon los valores de I1Cs (concentracion pg/mL
que reduce la activdad de la MPO al 50%) de las fracciones ensayadas y del patrén de referencia

indometacina.

3.5. Analisis estadistico.

Los ensayos se hicieron por duplicado, triplicado o cuadruplicado y se expresan como la media
t el error estandar. Se utilizé el test ANOVA seguido del test de comparacién multiple de Tukey
para poner de manifiesto las diferencias existentes entre los resultados de los grupos
experimentales. Se considerd valor significativo p < 0,05. Para la realizacién del analisis

estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Rendimiento del extracto y de las fracciones obtenidas.

El rendimiento del ET y de las fracciones se recoge en la tabla a continuacion (Tabla 2):

Extracto y fracciones Rendimiento (%p/p)
ET 21,67 +2,30% g r.s. ET/100 g planta
FHEX 5,98+0,47 % gr.s. FHEX/100 g ET
FDCM 9,47 +0,73 % gr.s. FDCM/100 g ET
FACOEt 12,24 +0,29 % g r.s. FACOEt/100 g ET
FAC 9,01+0,27 % gr.s. FAC/100 g ET

Tabla 2. Rendimiento en %p/p del extracto etandlico (referido a planta seca) y de las fracciones

(referido a extracto etandlico inicial). Resultados expresados como media + error (n=2).

4.2. Estudio de la actividad antioxidante del extracto y de las fracciones obtenidas.

El DPPH actia como control en el ensayo, de modo que la actividad antirradicalaria se expresd
como porcentaje de DPPH captado. La ICsg se calculd a partir de una recta de regresidn en la que
se representd la concentracion de las muestras frente al porcentaje de inhibicidn. Los valores
obtenidos para el ET, las fracciones y el patron se muestran en un grafico de barras (Figura 12):

Actividad antioxidante

200,00 sou

676,32 £6,17
X

000
300,00 242,94+ 574

IC50 (pg/mL)
e
2
2

=

200,00 125,16%0,58
110,46 + 0,20 =

100,00 - 56,87 £ 0,05 =
- 9,13+ 0,74

ET FHEX FDCM FAcOEt FAC CF
Figura 12. Actividad antioxidante expresada en ICso (ug/mL). Resultados expresados como

media + error (n=2). Test ANOVA + Tukey.

FACOEt vs. ET, FHEX, FDCM, FAC y CF: *** (p < 0,001).
CF vs. ET, FHEX, FDCM y FAC: eee (p < 0,001).

FHEX vs. ET, FDCM, FAC: # # # (p < 0,001).

FDCM vs. ET y FAC: 000 (p < 0,001).
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Cuanto menor ICsg presenta la muestra, menor cantidad de muestra es necesaria para reducir
el DPPH al 50% vy, por tanto, mayor actividad antioxidante presenta la muestra. A partir de estos
resultados se deduce que la FHEX es la que menor actividad antioxidante presenta con una
diferencia significativa (ICso = 676,32 + 6,17 ug/mL), mientras que la FAcOEt presenta mayor
actividad antioxidante que el extracto y el resto de las fracciones con diferencia significativa (I1Cso

= 56,87 £ 0,05 pug/mL). Para el patréon de CF la ICso fue de 9,13 + 0,74 pg/mL.

El alto poder antioxidante de la FACOEt también se pone de manifiesto en diversos estudios
(Quettier-Deleu et al., 2003) (Wang et al., 2018). Ademads, se confirma el potente poder
antioxidante de la Sumidad de Crataegus monogyna Jacq. y se plantea el interés de su uso en
prevencién y/o tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo celular y

tisular (Ganie et al., 2016).

Debido al alto poder antioxidante que presenta la FAcOEt, se decidié estudiar su perfil

fitoquimico. Comenzamos con un estudio por CCF para continuar con un andlisis por HPLC-EM.

4.3. Estudio fitoquimico.

4.3.1. Estudio del extracto y de cada fraccion por cromatografia en capa fina.
Para el estudio del ET y de las fracciones FHEX y FDCM, se realizé una CCF utilizando como
fase movil n-hexano/acetato de etilo (7:3) y como patrones los acidos triterpénicos ursolico y
oleandlico disueltos en etanol. Se dejé recorrido y medio y posteriormente se revelé con éleum

y calor (Figura 13).

O Acidos triterpénicos

Figura 13. CCF del ET, la FHEX (HEX) y la FDCM (DCM). Fase mévil: n-hexano/acetato de etilo

(7:3). Patrones: dcido oleandlico (OL) y dcido ursdlico (UR). Revelado con éleum y calor.

El compuesto presente en las fracciones y en el extracto total presenta un Rf = 0,45,
coincidiendo con el valor de Rf de los patrones utilizados. Segun la intensidad del color que

presentan se puede decir que la cantidad de acidos triterpénicos es mayor en la FDCM que en
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la FHEX, y es mucho menor en el ET (esto es debido a la naturaleza apolar de los acidos

triterpénicos). Observando la placa al UV se comprobaron los resultados.

Para el estudio de las FACOEt y FAC se realizaron dos CCF utilizando como fase moévil n-
hexano/acetato de etilo/acido formico/agua (4:11:2:3). Por una parte, se estudiaron los
flavonoides utilizando como patrones: rutina, hiperdsido, vitexina y luteolina (Figura 14). Por
otra parte, se estudiaron acidos fenoles y antocianos utilizando como patrones: acido
clorogénico, acido cafeico y procianidina B, (Figura 15). Posteriormente se reveld con dleum y

calor.

Luteolina I|= S

s Rutina
——— i T
s w  yv Aw ~iwt

Figura 14. CCF de las FAcOEt (AcOEt) y FAC (A/A). Fase movil: n-hexano/acetato de etilo/dcido

férmico/agua (4:11:2:3). Patrones: rutina (RU), hiperésido (HP), vitexina (VT) y luteolina (LT).

Revelado con éleum y calor.

En ambas fracciones aparecen compuestos con valores de Rf = 0,078, 0,21 y 0,26,
coincidiendo en este orden con los Rf de los patrones rutina, hiperdsido y vitexina. Se observa
la presencia de otros compuestos cercanos al Rf del patrén luteolina pero ninguno de ellos
coincidentes. Se puede observar, por su coloracidn caracteristica violeta, que ambas fracciones
presentan triterpenos. Por la intensidad del color que se observa se puede decir que la cantidad
hiperésido y vitexina es mayor en la FACOEt, mientras que la cantidad de rutina es mayor en la

FAC. Estos resultados se comprobaron observando la placa al UV.
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Acido cafeico

Procianidina B,

Acido clorogénico |

Figura 15. CCF de las FACOEt (AcOEt) y FAC (A/A). Fase movil: n-hexano/acetato de etilo/dcido
férmico/agua (4:11:2:3). Patrones: procianidina B; (PR), dcido clorogénico (CL) y dcido cafeico

(CF). Revelado con éleum y calor.

Tanto en la FACOEt como en la FAC aparece un compuesto con valor de Rf = 0,19 (Rf = 0,18
en la FAcOEt), que coincide con el Rf del patrdén acido clorogénico. La pequefia variacion del Rf
en la FAcOEt pudo deberse a la gran cantidad de compuestos que esta contiene y que no
permitian el ascenso correcto del compuesto. También aparecen otros dos compuestos en la
FACOEt con valores de Rf = 0,32 y 0,84, coincidiendo con los patrones de procianidina y acido
cafeico respectivamente. Por la intensidad del color, parece que ambas fracciones contienen
cantidades parecidas de acido clorogénico. Los resultados se comprobaron observando la placa

al UV.

El hecho de que el ET y algunas de sus fracciones mostrasen una importante actividad
antioxidante y se detectara la presencia de compuestos fendlicos por CCF nos llevé a determinar

el contenido en fenoles y flavonoides totales.

4.3.2. Analisis cuantitativo de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se cuantificé utilizando el AG como patrén de referencia,
realizadndose soluciones seriadas para obtener una recta de calibrado en la que la concentracién
se representd en el eje de abscisas frente a la absorbancia en el eje de ordenadas (Figura 16). La
ecuacion de la recta se obtuvo por el método de minimos cuadrados, asegurando la linealidad
del rango de concentraciones utilizado (R? = 0,985) y asi poder calcular los fenoles totales que

las muestras contenian.
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Acido gélico (AG)

1,8
1,6 ®
1,4
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0 100 200 300 400 500 600
Concentracion AG (ug/mL)

Figura 16. Recta de calibrado del dcido gdlico.

Las absorbancias obtenidas para las distintas muestras se sustituyeron en la ecuacién de la
recta de calibrado para extrapolar los valores de concentracidon, obteniéndose los siguientes

resultados (Tabla 3):

Muestras Concentracion de fenoles (ug AG/mL)
ET 23,39+ 0,62
FHEX 10,94+ 0,91
FDCM 27,39+0,78
FAcOEt 67,61+1,44
FAC 28,17 +1,64

Tabla 3. Concentracion de fenoles de las muestras tras extrapolacion en la recta. Resultados

expresados como media * error (n=3).

Por ultimo, se calculé la cantidad de fenoles totales presentes en las muestras expresandose

el resultado en mg de AG por cada gramo de extracto seco (Figura 17).
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Fenoles totales

400,00 N
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ET FHEX FDCM FAcOEt FAC

Figura 17. Contenido en fenoles totales expresados en mg AG/g extracto seco. Resultados

expresados como media * error (n=3). Test ANOVA + Tukey.

FACOEt vs. ET, FHEX, FDCM y FAC: *** (p < 0,001).
FHEX vs ET, FDCM y FAC: # # # (p < 0,001).

Analizando los resultados obtenidos del ensayo, se observa que la FAcOEt es la que mayor
cantidad de fenoles presenta con diferencia significativa, siendo de 338,06 + 7,22 mg de fenoles
expresados como AG por cada gramo de extracto seco. Este resultado queda corroborado por
los ensayos realizado por Benabderrahmane (Benabderrahmane et al., 2019) y Abuashwashi
(Abuashwashi et al., 2016). La ligera diferencia con estos resultados pudo deberse a la diferencia
en el solvente utilizado para la extraccidon. La FAC es la siguiente fraccién con mayor cantidad de
fenoles, siendo esta de 140,83 * 8,22 mg de fenoles por cada gramo de extracto seco. La FHEX
presenta menor cantidad de fenoles con diferencia significativa, con un total de 54,72 + 4,55 mg

de fenoles por cada gramo de extracto seco.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo de actividad antioxidante, ya que
la fraccién con mayor contenido en fenoles (FAcOEt) es la que presenta mayor actividad
antioxidante. De igual manera, la fraccién con menor contenido en fenoles (FHEX) presenta

menor actividad antioxidante.

4.3.3. Analisis cuantitativo de flavonoides totales.
El contenido de flavonoides totales se cuantificé utilizando la RU como patrén de referencia,
realizandose soluciones seriadas para obtener una recta de calibrado en la que la concentracién
se representd en el eje de abscisas frente a la absorbancia en el eje de ordenadas (Figura 18). La

ecuacion de la recta se obtuvo por el método de minimos cuadrados, asegurando la linealidad
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del rango de concentraciones utilizado (R? = 0,994) y asi poder cuantificar los flavonoides

presentes en las muestras.

Rutina (RU)

1,4

1,2 L -9
5. -
_ré 0,8 0.
o 06 .
2 0,4 y =0,0025x + 0,0263
<0 e = 00540

0,2 .ﬂ...-

0 e
0 100 200 300 400 500 600

Concentracién RU (pg/mL)

Figura 18. Recta de calibrado de la rutina.

Los valores obtenidos tras la extrapolacion en la recta se muestran en la Tabla 4:

Muestras Concentracion de flavonoides (ug RU/mL)
ET 20,01 +1,07
HEX 9,08 +1,80
DCM 23,48 +1,97
AcOEt 38,01+0,81
FAC 17,48 +1,01

Tabla 4. Concentracion de flavonoides de muestras tras extrapolacion en la recta. Resultados

expresados como media + error (n=3).

Por ultimo, se calculé la cantidad de flavonoides totales presentes en las muestras

expresandose el resultado en mg de RU por cada gramo de extracto seco (Figura 19).
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Flavonoides totales
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Figura 19. Contenido en flavonoides totales expresados en mg RT/g extracto seco. Resultados

expresados como media * error (n=3). Test ANOVA + Tukey.

FACOEt vs. ET, FHEX, FDCM y FAC: *** (p < 0,001).
FHEX vs. FDCM: # # # (p < 0,001).
FHEX vs. ET: # # (p < 0,01).

FHEX vs. FAC: # (p < 0,05).

Analizando los resultados obtenidos, se observa que la FACOEt es la que contiene mayor
cantidad de flavonoides con diferencia significativa, siendo de 190,07 + 4,06 mg de flavonoides
expresados como RU por cada gramo de extracto seco. La siguiente fraccidn con mayor cantidad
de flavonoides es la FDCM, con 117,40 + 9,87 mg de flavonoides por gramo de extracto seco.
Por ultimo, la fraccion con menor contenido en flavonoides, con diferencia significativa, es la
FHEX con un total de 45,50 + 9,02 mg de flavonoides por gramo de extracto seco. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo de fenoles totales y demuestra su alto

contenido en flavonoides, como se describe en estudios de otros autores (Alirezalu et al., 2019).

Los resultados obtenidos coinciden con los ensayos realizados de actividad antioxidante y
fenoles totales, puesto que la fraccidon que presentaba mayor actividad antioxidante y contenido

en fenoles (FACOEt) es la que presenta mayor contenido en flavonoides.

Por tanto, queda demostrado que el acetato de etilo es un disolvente adecuado para la

extraccién de compuestos fendlicos, entre ellos, flavonoides.
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4.3.4. Perfil fitoquimico de la fraccion mas antioxidante mediante HPLC-EM.

Para analizar el perfil fitoquimico de la FACOET se prepard una solucién de 3 mg/mL utilizando
metanol al 50% con 0,1% de acido férmico. Tras realizar la HPLC-EM se identificaron de forma
cualitativa los compuestos que se disponen en la Tabla 5 con un alto porcentaje de fiabilidad
(Tabla 5). Para la determinacién cuantitativa se procedié a inyectar 1 ppm de los patrones

correspondientes y disponibles.

En la Figura 20 mostramos el cromatograma del hiperdsido patrén y el de la muestra (Figura

20). Los resultados seran analizados posteriormente.
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-EM del patron de hiperdsido 1ppm
(arriba) y de la FACOET (abajo).
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Compuestos +/- Area RT Férmula m/z

Acido quinico - 1,53E+08 0,53 C7H1206 191,05589
Acido L(-)-malico - 2,78E+08 0,55 C4H605 133,01408
Acido succinico - 3,28E+08 0,93 C4H604 117,01912
Acido gélico - 3,59E+07 1,12 C7H605 169,01401
Acido protocatequico - 7,00E+08 2,26 C7H604 153,01912
Acido gentisico - 2,16E+07 3,29 C7H604 153,01912
Acido 4-hidroxibenzoico - 7,13E+08 3,38 C7H603 137,02415
Acido clorogénico - 2,25E+08 3,88 C16H1809 353,08728
Acido dihidrocafeico - 5,21E+06 3,90 C9H1004 181,05043
Procianidina B2 - 8,45E+06 3,90 C30H26012 577,13434
Acido 4-O-cafeoilquinico - 3,76E+07 4,07 C16H1809 353,08722
Acido cafeico - 2,88E+08 4,07 C9H804 179,03477
Epicatequina - 7,34E+07 4,38 C15H1406 289,0715
Acido p-cumarico - 3,29E+08 4,85 C9H803 163,03989
Taxifolina - 5,94E+06 5,05 C15H1207 303,05051
Acido ferulico - 3,59E+07 5,16 C10H1004 193,05031
Acido sinapico - 2,59E+07 5,22 C11H1205 223,06081
Acido giberélico (GA3) - 1,61E+07 5,30 C19H2206 345,13361
Genistina - 6,80E+07 5,35 C21H20010 431,09781
Vitexina - 6,80E+07 5,35 C21H20010 431,09781
Isovitexina - 1,69E+07 5,56 C21H20010 431,09756
Hiperdsido - 3,14E+08 5,60 C21H20012 463,08804
Rutina - 1,07E+07 5,64 C27H30016 609,14502

Acido salicilico - 1,80E+08 5,83 C7H603 137,02415
Kaempferol-3-O-Glc - 7,96E+07 6,10 C21H20011 447,09274
Luteolin-4'-0-Glc - 7,96E+07 6,10 C21H20011 447,09274
Quercitrina - 7,96E+07 6,10 C21H20011 447,09274
Eriodictiol - 1,34E+07 6,30 C15H1206 287,05569
Acido abscisico - 8,27E+07 6,59 C15H2004 263,12851
Quercetina - 1,33E+07 6,68 C15H1007 301,03485
Naringenina - 5,71E+07 6,83 C15H1205 271,06088
Acido jasménico - 4,83E+07 7,17 C12H1803 209,11803
Kaempferol - 1,10E+08 7,24 C15H1006 285,04016

Tabla 5. 33 compuestos confirmados mediante HPLC-EM en la FAcOEt, ordenados por RT

creciente.
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Se identificaron 33 compuestos en el estudio de la FAcOEt, siendo la mayoria de ellos

compuestos fendlicos. A continuacidn, se clasifican por su grupo fitoquimico:

e Acidos alifaticos: quinico, L (-)-mdlico, succinico y jasménico (hormona vegetal).

e Acidos fenoles:

«»» Serie bencénica: galico, protocatéquico, gentisico, 4-hidroxibenzoico y salicilico.

« Serie cindmica: clorogénico, dihidrocafeico, 4-O-cafeoilquinico, cafeico, p-

cumarico, ferulico y sinapico.
e Catequinas: procianidina B, y epicatequina.
e Flavonoides: en forma de genina o heterdsido.
++ Flavonas: vitexina, isovitexina y luteolina 4-O-glucédsido.
«+ Flavanonas: taxifolina, eriodictiaol y naringenina.
% Isoflavonas: genistina.
*»+ Flavonoles: kaempferol y su heterdsido kaempferol 3-O-glucésido, quercetina y
sus heterdsidos hiperdsido (3-O-galactésido), quercitrina (3-ramndésido) y rutina
(3-rutindsido).

e Terpenos: acido abscisico (sesquiterpeno) y acido giberélico (diterpeno).

Se calculd la cantidad de hiperdsido contenido en la FACOEt a partir de las areas del patrény
de nuestra muestra en el cromatograma, siendo su proporcién en la fracciéon de 1,5% al igual

gue indican otros estudios (Nabavi et al., 2015) (Murray, 2013).

4.4, Estudio de la actividad antiinflamatoria en cultivos celulares HL60 de las fracciones mas
activas.

Se seleccionaron la FAcOEt y la FDCM por ser las que presentaban una mayor actividad
antioxidante. Por otro lado, debido a la mayor cantidad de acidos triterpénicos que presenta la
FDCM y de que estos son compuestos con marcada actividad antiinflamatoria, se decidié

estudiar dicha actividad en lineas celulares HL60.

4.4.1. Estudio de la viabilidad celular.

Para el estudio de la viabilidad celular de las FACOEt y FDCM, se calculd el coeficiente de
relacién para cada una de las fracciones: CC = 0,934 para la FAcOEt y CC = 0,944 para la FDCM.
Las células sin tratar fueron el control del ensayo, expresandose la viabilidad celular en
porcentaje. Posteriormente se calculé el porcentaje de viabilidad celular a partir del control,

obteniendo los resultados dispuestos en la siguiente tabla (Tabla 6).
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Muestras Concentracion (ug/mL)
0
10
FACOEt
50
100
0
10
FDCM
50

100

Viabilidad celular (%)
100,00 + 2,29
111,14+ 0,19
106,77 + 2,16
98,17 + 2,28
100,00 + 4,55
116,87 + 0,13
93,86 +6,31
69,28 + 6,60

Tabla 6. Viabilidad celular de las muestras expresadas en porcentaje. Resultado expresado

como media * error (n=2).

Estos resultados se representan en una grafica que enfrenta las concentraciones en el eje de

abscisas frente al porcentaje de viabilidad celular en el eje de ordenadas (Figura 21).
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Figura 21. Viabilidad celular expresada en porcentaje. Resultados expresados como media +

error (n=2). Test ANOVA + Tukey. FAcCOEt 100 ug/mL vs FDCM 100 ug/mL: * (p < 0,05).

Analizando los resultados obtenidos, se observa que la FAcOEt no afecta a la viabilidad celular

en el rango de concentraciones estudiadas, mientras que la FDCM produce una disminucién de

la viabilidad celular a la dosis de 100 pg/mL.

Para la concentracion de 50 pg/mL no se aprecia una diferencia significativa en los valores de

viabilidad celular. Para la concentracion de 100 pg/mL, FAcOEt presenta un 98,17 + 2,28 %,

resultado significativamente mayor que el de la FDCM que presenta un 69,28 + 6,60 %.
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Atendiendo a estos valores podemos afirmar que la FDCM a esa dosis presenta cierta
toxicidad ya que no alcanza el 80% de viabilidad celular, mientras que la FAcOEt no presenta

toxicidad para las células.

4.4.2. Estudio de actividad enzimatica de la MPO.

Las células sin tratar fueron el control del ensayo, expresando la actividad maxima de MPO
en porcentaje. La actividad para cada fraccion se calculé a partir del control, obteniendo los
resultados dispuestos en la tabla siguiente (Tabla 7). Estos resultados se representan en una
grafica que enfrenta las concentraciones en el eje de abscisas frente al porcentaje de actividad

MPO en el eje de ordenadas (Figura 22).

Muestras Concentracion (g/mL) Actividad MPO (%)
0 100,00 = 4,20
10 100,60 = 6,04
FACOEt
50 50,93 + 5,82
100 39,12 + 1,96
0 100,00 £ 3,56
10 81,57 £ 10,00
FDCM
50 57,65+ 2,77
100 54,23 + 3,76

Tabla 7. Actividad de MPO en las muestras expresada en porcentaje. Resultado expresado

como media * error (n=4).

Actividad MPO
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Figura 22. Actividad MPO expresada en porcentaje. Resultados expresados como media +

error (n=4). Test ANOVA + Tukey. FACOEt 100 ug/mL vs. FDCM 100 ug/mL: ** (p < 0,01).
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La ICso se calculé a partir de una recta de regresién en la que se representd las
concentraciones de las muestras frente al porcentaje de inhibiciéon de actividad en el eje de
ordenadas. Los valores obtenidos para ambas fracciones se comparan con indometacina y se

representan en un grafico de barras (Figura 23).

Actividad MPO
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FAcOEt FDCM Indometacina

Figura 23. Actividad de MPO expresada como ICss. Resultados expresados como media * error

(n=4). Test ANOVA + Tukey.

Indometacina vs FACOEt: ** (p < 0.01).
Indometacina vs FDCM: *** (p < 0.001).

A partir de 50 ug/mL, la FAcOEt inhibe con mayor potencia a la enzima que la FDCM, siendo
la diferencia significativa para la dosis de 100 pg/mL. Para esta concentracion, la enzima
presenta una actividad de 39,12 + 1,96 % en la FAcOEt y una actividad de 54,23 + 3,76 % en la
FDCM. Cuanto menor es la actividad enzimatica, mayor es su inhibicidn y, por tanto, mayor es

su actividad antiinflamatoria.

Analizando los valores de ICso se observa que no existen diferencias significativas entre los
valores de las fracciones, aunque es menor en el caso de la FACOEt (73,69 + 4,09 ug/mL) que en
la FDCM (95,90 + 8,28 pug/mL). Por tanto, se requiere menor cantidad de FAcOEt que de FDCM

para inhibir la enzima al 50 %, es decir, la FACOEt inhibe con mayor potencia a la enzima.

Comparando los valores de ICso de las fracciones con el valor para laindometacina se observa
que la indometacina (ICso = 33,20 + 3,16 pug/mL) es dos veces mas potente que la FACOEty tres

veces mas potente que la FDCM.

Teniendo en cuenta el ensayo de viabilidad celular, la FACOEt es mas adecuada para su uso

gue la FDCM, ya que presenta mayor actividad antiinflamatoria y menor toxicidad celular.

35



4.5. Discusion general de resultados.

Crataegus monogyna Jacg. es una especie utilizada tradicionalmente en medicina popular
para tratar problemas cardiovasculares (Dahmer and Scott, 2010). Algunos autores han aislado
compuestos de diferente naturaleza quimica, predominando los compuestos fendlicos (Nabavi

et al., 2015).

El hecho de que la FACOEt mostrase la mayor actividad antioxidante (ensayo de DPPH) y un
mayor contenido en fenoles nos hizo seleccionar esta fraccidn para identificar sus componentes

por analisis de HPLC-EM utilizando tanto el RT como la masa de los iones.

En nuestro trabajo hemos confirmado la presencia de estos compuestos polifendlicos,
pudiendo identificar con la ayuda de patrones 27 compuestos. Algunos de ellos ya han sido
descritos previamente como el hiperdsido, la vitexina y varias catequinas. Sin embargo, muchos
de ellos se describen por primera vez en esta especie como son: acidos fenoles de la serie
bencénica (galico, protocatéquico, gentisico, 4-hidroxibenzoico y salicilico) y de la serie cindmica
(clorogénico, dihidroxicafeico, 4-O-cafeoilquinico, cafeico y p-cumarico). Destacamos la
deteccion de algunas flavanonas como: taxifolina, eriodictiol y naringenina, ya que son los
flavonoles y las flavonas los mds descritos para esta especie (Murray, 2013). También se describe

por primera vez el acido abscisico (sesquiterpeno) y el acido giberélico (diterpeno).

Posteriormente, procedimos a realizar el estudio de la actividad antiinflamatoria en cultivo
celular HL60 mediante la medida de la actividad de la enzima MPO, enzima abundante en
neutrdéfilos y monocitos y que se excretan en las zonas inflamadas. El alto poder inhibitorio que
presenta la FAcOEt ya fue reflejado en otros trabajos (Ranjbar et al., 2018) (Fu et al., 2013) y

gueda perfectamente justificada por la composicién fitoquimica que presenta.

La baja toxicidad mostrada, asi como la riqueza en componentes fendlicos del espino albar
(Crataegus monogyna Jacq.), convierte esta especie vegetal en una importante fuente de
moléculas con actividad farmacoldgica. Estudios posteriores estaran encaminados a la
cuantificacion de otros compuestos como los triterpénicos también existentes en esta planta y

la realizacion de mas ensayos para profundizar en su actividad antiinflamatoria.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo ha dado lugar a las siguientes conclusiones:

1) De todas las fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico de Crataegus monogyna
Jacq. es la fraccidn de acetato de etilo (FACOEt) la que presenta mayor actividad antioxidante,
hecho que queda justificado por el alto contenido en compuestos de naturaleza fendlica

existentes en dicha fraccion.

2) El analisis fitoquimico realizado a la FAcOEt por HPLC-EM determind la presencia de 33
compuestos, 27 de ellos fendlicos: 5 acidos fenoles de la serie bencénica y 7 de la cindmica, 2
catequinas y 13 flavonoides tanto libres como heterosidicos. Ademads, también se identificaron

4 acidos alifaticos y 2 terpenos.

3) Uno de los componentes mayoritarios de la fraccién de FACOEt es el flavonoide 3-O-
galactdsido de la quercetina, denominado hiperdsido. Dicho compuesto se encuentra en una

proporcién del 1,5%. Este dato coincide con lo descrito en la literatura por otros autores.

4) En el ensayo de la actividad inhibitoria de la enzima MPO realizado en cultivo celular HL60,
la FACOEt presentd una ICso de 73,69 + 4,09 pg/mL. No se observo toxicidad celular a ninguna

de las dosis ensayadas.

5) El extracto etandlico y la FAcOEt obtenida del mismo, por su alto poder antioxidante y su
riqueza en compuestos potencialmente activos, presentan interés como fuente de moléculas
para futuras investigaciones farmacoldgicas, especialmente aquellas mediadas por procesos de

estrés oxidativo.
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