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Resumen

Las plantas medicinales Peumus boldus (boldo) y Buddleja globosa (matico)
son ampliamente utilizadas en medicina popular, debido a que producen
metabolitos secundarios que serian los responsables de sus actividades
biologicas. Los solventes naturales eutecticos profundos (NADES) tuvieron
una buena eficiencia para extraer polifenoles desde el matico (verbascosido y
7-O-glucosido de luteolina) siendo el NADES L-prolina: acido citrico y cloruro
de colina: 1.2-propanodiol los solventes mas efectivos. Asi también para el
boldo se obtuvieron buenos resultados para la extraccion de alcaloides siendo
el NADES Prolina: acido oxalico el que mostr6 mayor aumento en la
extraccion de boldina superando 8 veces a la extraccién con metanol. Por otro
lado, debido a que no esta 100% comprobado la actividad de boldo y matico,
es que se decide sustraer selectivamente sus compuestos bioactivos
utilizando CPC y refinamento zona de pH-CPC, pudiendo de esta forma aislar
los alcaloides (knock-out polifenoles) y los polifenoles (knock-out alcaloides).
Un total de 9 alcaloides fueron identificados y 22 polifenoles para el boldo y
para el matico se pudo sustraer 3 fracciones denominadas knock-out 1
(extracto que contiene verbascésido como compuesto mayoritario), knock-out
2 (extracto que contiene forsitdosido como compuesto mayoritario) y knock-
down (extracto reducido en fenilpropanoides) y también se identificaron 17
compuestos, de los cuales 13 es primera vez que han sido reportados. La

identidad de estos compuestos se confirmé através de HPLC-Q-TOF. De los
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extractos disefiados para el matico se comprobé que el compuesto
forsithoside B, tiene un gran poder antioxidante al igual que el verbascosido,
por lo que esté compuesto también contribuye a esta actividad, con respecto
a los ensayos celulares (migracion celular) no pemitieron evidenciar efectos
claros para ninguno de los extractos. Por otro lado, los extractos disefiados
de boldo permitieron comprobar que el extracto alcaloideo presenta una
citotoxicidad y genotoxicidad moderada y también para la actividad inhibitoria
en el ensayo inhibicion de la acetilcolinesterasa. Por otro lado, se pudo
corroborar que los polifenoles presentes en el boldo serian los responsables
de su actividad antioxidante, esto se comprob6 en el ensayo cometa en
donde estos no tuvieron una genotoxicidad significativa, sino que tienen

efectos citoprotectores.

Abstract

The medicinal plants Peumus boldus (boldo) and Buddleja globosa (matico)
are widely used in folk medicine, because they produce secondary
metabolites that would be responsible for their biological activities. The Natural
deep eutectic solvents (NADES) had a good efficiency to extract polyphenols
from leaves matico (verbascoside and luteolin 7-O-glucoside) with NADES L-
proline: citric acid and choline chloride: 1.2-propanediol being the most
effective solvents. Likewise, for boldo, good results were obtained for the

extraction of alkaloids, with NADES proline: oxalic acid showing the greatest
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increase in boldin extraction, exceeding 8 times that of methanol extraction.
On the other hand, since the activity of boldo and matico is not 100% verified,
it is decided to selectively subtract their bioactive compounds using CPC and
CPC-refinement pH zone, thus being able to isolate the alkaloids (knock-out
polifenoles) and polyphenols (knock-out alkaloids). Also, a total of 9 alkaloids
were identified and 22 polyphenols for boldo. For the matico was obtained 3
fractions called knock-out 1 (extract containing verbascoside), knock-out 2
(extract containing forsytoside as the main compound) and knock-down
(extract reduced in phenylpropanoids) using CPC and a total of 25 compounds
were also identified, of which 17 is the first time that they have been reported.
The identity of these compounds was confirmed through HPLC-Q-TOF. From
the extracts designed for the matico, it was found that the compound
forsithoside B, has a great antioxidant power as well as the verbascoside, so
that this compound also contributes to this activity, with respect to cell assays
(cell migration) did not allow evidence clear effects for none of the extracts. On
the other hand, it was possible to corroborate that the polyphenols present in
boldo would be responsible for its antioxidant activity, this was verified in the
comet trial where they did not have significant genotoxicity, but rather have

cytoprotective effects.
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Capitulo 1: INTRODUCCION



1.1. Plantas medicinales y compuestos bioactivos

La historia de las plantas usadas por la humanidad es tan antigua como el
comienzo de la humanidad. Inicialmente, las personas usaron las plantas para
sus propoésitos nutricionales pero después del descubrimiento de sus
propiedades medicinales, esta flora natural se convirtié en una fuente util para
la curacion de enfermedades y mejora de la salud. En el siglo XIX la
Farmacopea Rumana introdujo productos herbarios, y en 1904 se estableci6
el primer Instituto de Hierbas Medicinales en la ciudad de Cluj (Vinatoru,
2001). El uso de plantas en la antigiedad ilustra la historia de las moléculas
bioactivas. En el pasado, la comunidad no tenia conocimiento de moléculas
bioactivas, pero el uso de estos compuestos era lo suficientemente diverso en
diferentes perspectivas. Tradicionalmente, los compuestos bioactivos de las
plantas se producen como metabolitos secundarios (Bernhoft, 2010). Cada
organismo vivo, desde una bacteria a millones de plantas, procesan diversos
compuestos quimicos para su supervivencia y subsistencia. Todos los
compuestos del sistema biolégico se pueden dividir en dos amplias areas.
Uno de ellos son los metabolitos primarios, que corresponden a las
sustancias quimicas dirigidas al crecimiento y desarrollo, tales como
carbohidratos, aminoacidos, proteinas y lipidos. Otro es el de los metabolitos
secundarios, que son un grupo de compuestos distintos de los metabolitos

primarios que ayudan a las plantas a aumentar su capacidad general para



sobrevivir y superar los desafios locales, permitiéndoles interactuar con su
entorno (Harborne, 1993). A diferencia de los metabolitos primarios como la
clorofila, los aminoacidos, los nucledtidos etc., los metabolitos secundarios no
tienen un papel fundamental en procesos tales como la fotosintesis o la
respiracion celular. Durante muchos afios se pensdé que los metabolitos
secundarios no tenian funcién alguna o que eran productos finales o de
desecho del metabolismo de la planta. Sin embargo, en los dos ultimos siglos
(XIX 'y XX) estos compuestos llamaron la atencion de los quimicos por su
importancia como sustancias medicinales, venenos, saborizantes y material
industrial. Diversos autores han sugerido que muchos de los metabolitos
secundarios desempefian un papel importante en las plantas protegiéndolas
contra el ataque de herbivoros, insectos, y microorganismos patégenos,
ademas de servir como sustancias atrayentes para polinizadores (Tahara,
2007; Bhooshan y Rizvi, 2009; Kliebenstein y Osbourn, 2012).

Los metabolitos secundarios tienen efecto sobre los sistemas bioldgico, y se
consideran bioactivos. Los compuestos bioacticos pueden definirse como
aquel conjunto de sustancias naturales que ejercen una actividad biolodgica
que conduce a efectos metabdlicos asociados con propiedades beneficiosas
sobre la salud, como pueden ser la mejora de ciertas funciones en el
organismo o la reduccién del riesgo de padecer alguna enfermedad. Asi, una

definicion simple de compuestos bioactivos en plantas es: metabolitos de



plantas que producen efectos farmacoldgicos o toxicolégicos en humanos y

animales (Bernhoft, 2010).

1.2. Clasificacion y sintesis de los metabolitos secundarios

Desde el punto de vista de la biosintesis es posible clasificar a los metabolitos
secundarios en tres grupos distintos (Fig. 1). Terpenos o terpenoides,
alcaloides (compuestos que contienen nitrogeno) y los compuestos fendlicos

o fenilpropanoides.
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Figura 1: Clasificacion de los metabolitos secundarios en sus tres categorias
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Cabe mencionar que no todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefas cantidades y no de
forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un

determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies.

1.2.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, conocidos también como polifenoles conforman
uno de los principales grupos de metabolitos secundarios de las plantas.
Estos compuestos exhiben una gran diversidad de funciones y estructuras
quimicas, pero la mayoria presenta un esqueleto basico comun conformado
por un anillo aromatico con uno o mas hidroxilos como sustituyentes. Son
biosintetizados en la via de los fenilpropanoides /acido shikimico. Son un
grupo quimicamente heterogéneo, se conocen alrededor de 10,000
compuestos y en la naturaleza pueden existir como derivados glucosilados o
acilados o como estructuras poliméricas. También pueden encontrarse en
componentes de estructuras celulares como la pared celular, o bien,
asociados a moléculas como carbohidratos o proteinas (Pérez-Jiménez y
Torres, 2011; Santos-Buelga et al., 2012). Estos compuesos sintetizados por
las plantas durante su desarrollo normal cumplen una serie de funciones muy
variadas, entre las que destacan su accion como atrayentes para la

polinizacion o como fitoalexinas, sustancias generadas por las plantas en



respuesta al ataque de patdgenos y algunos tienen una funcion alelopatica

inhibiendo el crecimiento de plantas competitivas (Zhao et al., 2010).

1.2.1.1. Flavonoides

Los flavonoides merecen una atencion especial por ser la familia de
polifenoles mas importantes y ampliamente distribuida en la naturaleza.
Poseen una estructura base de 15 carbonos, que comprende dos anillos
aromaticos unidos a una cadena de tres carbonos (Ce-C3-Ce) que puede ser o
no parte de un anillo. A su vez pueden dividirse de acuerdo con el grado de
oxidacion que puede tener el anillo pirano. Los flavonoides comprenden a las
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavonoles, flavanes, flavanoles, antocianos
y antocianidinas. Se incluyen ademas las chalconas y las dihidrochalconas.
Debido a la alta complejidad de las estructuras existen otras clasificaciones,
dependiendo si estan conjugadas o no (Garrido & Borges 2013). En las
plantas estos compuestos son muy importantes como parte de los
mecanismos de defensa contra el dafo oxidativo y proveen a la planta de
color atractivo para polinizadores, asi como para repeler ataques de insectos
y microbios. Investigaciones recientes sugieren que los flavonoides son
benéficos para la salud humana principalmente en padecimientos tales como:
el sindrome metabdlico y diversos tipos de cancer, ademas refuerzan el

sistema inmune. (Serafini et al., 2010).



1.2.2. Alcaloides

La palabra alcaloide fue utilizada por primera vez por W. Meissner en el
primer cuarto del siglo XIX para designar algunos compuestos con actividad
que se encontraban en los vegetales y que poseian caracter basico (Sujata,
Nagasampagi, & Meenakshi, 2009). Mas tarde los alcaloides se definieron en
un sentido amplio, como compuestos basicos, nitrogenados, de origen
vegetal o animal. Desde el punto de vista quimico, todos los alcaloides son
compuestos nitrogenados, estando en la mayoria de los casos el nitrogeno
formando parte de un heterociclo y en algunas ocasiones formando parte de
una cadena abierta (Sujata et al., 2009). Estan constituidos ademas por
carbono e hidrégeno, muchos llevan oxigeno, lo que les confiere una serie de
propiedades fisicas (solidos cristalizables de diferentes colores, aromas y
polaridades), y raramente suelen contener azufre. Algunos autores hacen una
diferenciacion entre alcaloides verdaderos, protoalcaloides y
pseudoalcaloides. Los primeros serian compuestos de origen vegetal, con
nitrogeno heterociclico, con caracter basico y siempre procedente de
aminoacidos. Los protoalcaloides son aminas simples, con nitrégeno no
heterociclico, también con caracter basico y formado biogenéticamente a
partir de aminoacidos, y los pseudoalcaloides tendrian las propiedades de los
alcaloides, pero su biosintesis no seria a partir de aminoacidos. Esta

diferencia entre los alcaloides no es compartida por muchos autores ya que



excluye auténticos alcaloides como son la efedrina, colchicina o cafeina, por

citar algunos de interés.

La mayor parte de los alcaloides conocidos son de origen vegetal, si bien se
han aislado de algunos animales, como la samandarina de las glandulas de la
piel de Salamandra maculosa o diversos alcaloides de artropodos.
Generalmente en las plantas no se encuentran como bases libres sino en
forma de sales unidos a acidos organicos como el acido citrico, malico,
succinico, etc. Los alcaloides cumplen diversas funciones en las plantas,
como defensas naturales contra animales y hongos, suelen producir efectos
fisiologicos en los animales. La mayoria de las plantas medicinales, toxicas y
alucinégenos deben sus efectos a la actividad biolégica de los alcaloides.
(Azcon y Talon, 2000). Los alcaloides poseen estructuras quimicas muy
diversas, lo que ademas de dificultar su definicion, explica el abanico de
actividades farmacologicas que pueden presentar. Entre las diferentes
actividades podemos destacar: actividad sobre el sistema nervioso central
como, por ejemplo, la morfina aislada de las capsulas de adormidera y del
opio, que deprime el SNC y produce una marcada analgesia (Cowan, 1999),

o la cafeina, que, por el contrario, estimula el SNC.



1.3. Plantas medicinales chilenas utilizadas en medicina popular.

Nuestro pais posee una gran cantidad de plantas medicinales, muchas
desconocidas, que crecen en forma natural en nuestros campos, y que desde
siempre han sido utilizadas para el tratamiento de algunos sintomas de
enfermedades, sobre todo por nuestros pueblos originarios. El uso de hierbas
y otras plantas medicinales ha aumentado durante las ultimas tres décadas
en Chile (Caiozzi et al., 2002). Aunque el uso de especies vegetales con fines
medicinales se remonta a miles de afos, es solo en este siglo que se han
realizado esfuerzos cientificos sistematicos para evaluar el alcance real del
beneficio terapéutico asociado con su uso. Si bien esto ha significado un
renovado interés por la medicina natural, existen muchas plantas que, aunque
disfrutan de amplia aceptacion, carecen todavia del apoyo cientifico necesario
para justificar su uso continuado o, al menos, las reivindicaciones
terapéuticas asociadas en general con respecto a ellas. Un gran numero de
compuestos con actividad biologica derivan de plantas que se utilizan en la
medicina tradicional para preparar infusiones, extractos o bebidas (Gurib-

Fakim 2006).



1.3.1. Peumus boldus Mol.

El interés por estudiar esta planta medicinal se debe a que tiene alto impacto
en su uso popular, siendo una de las principales plantas medicinales en Chile.
Ademas, es una de las plantas chilenas mas apetecidas y nombradas en las
farmacopeas extranjeras, especialmente la europea. Quimicamente es una
de las plantas mas estudiadas, conocidas y valoradas en Europa. (Schirckel-
Bittner, 2010). Por otro lado, existe una gran controversia con respecto a su
actividad bioldgica de uno de sus principios activos, el alcaloide boldina. Si
bién se sabe que la boldina es un muy buen antioxidante, éste no funciona
bien in vivo debido a su pobre farmacocinética (O’Brien et al 2006), por otro
lado, la hoja (parte usada en medicina) tiene ascaridol que es un reconocido
hepatotoxico. No obstante, lo anterior, el uso del boldo (particularmente sus

hojas), se encuentra difundido practicamente en todo el mundo.
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1.3.1.1. Monografia:

Dibujo Botanico

Foto

Especie (Familia): Monimiaceae

Nombres comunes Boldo, boldu

Historia: Endémico de Chile, se desarrolla entre la zona
del Aconcagua y Osorno. Se utiliza como
estimulantes digestivos, diuréticos, relajantes y en
el tratamiento de trastornos que afectan el
higado, vesicula biliar y pancreas (Van Ginkel,
1999)

Parte utilizada: Hojas

Farmacopeas: Chilena, Europea, Britanica, Espafola, Argentina,
Brasilena.

Constituyentes Aceites esenciales, alcaloides, taninos y

quimicos flavonoides (Roach, 2001, Simirgiotis y Schmeda-

Hirschmann 2010). Boldina y aceites esenciales
(Speisky 1991), proantocianidias (Pastene et al.,
2014).

1.3.1.2. Composicion quimica

Los diferentes estudios realizados desde Claude Verne (1872) indican que el
boldo contiene diferentes tipos de metabolitos secundarios como acido citrico,
azucar, boldina y aceites esenciales. Estudios posteriores han permitido

afirmar que el boldo contiene alcaloides, taninos, el heterdsido boldoglucina y
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compuestos fendlicos de tipo flavonoide. Las hojas de boldo contienen de 2,0
a 2,6% de aceite esencial, el que se compone principalmente de ascaridol
(34,8%), limoneno (16,1%) y eucaliptol (11,9%) (Bittner et al., 2009), también
se han identificado otros componentes como cimol, canfeno, entre otros. Se
describen ademas alcaloides isoquinolinicos (-)-pronuciferina, (+)-reticulina,
N-metil-laurotetanina, sinoacutina, isocoridina, isocoridina N-Oxido, nor-
isocoridina y boldina, siendo éste ultimo el mas importante. También se han
identificado otros tales como: isoboldina, laurotetanina y laurolitsina. Entre los
flavonoides asilados se mencionan peumdsido, bolddsido y glucdsidos de
ramnetina e isoramnetina y kampferol-3-glucésido-7-ramndésido. Ademas de
las geninas, kaempferol, quercetina e isoramnetina (Schirckel-Bittner, 2010).
Recientemente Fuentes- Barros et al. (2018) detectaron otros alcaloides en la
corteza, hojas, madera y raices del boldo los cuales no habian sido
informados como constituyentes de esta especie. Estos son la N-

metilsecoboldina, glaucina, norreticulina, ademas de trazas de secoboldina.

1.3.1.3. Antecedentes farmacolégicos y de actividad biolégica

En Chile, el uso del boldo se encuentra difundido en todo su territorio. Lo que
se emplea de este arbol son sus hojas que una vez extraidas son secadas
(Simon and Chopra 2000). El liquido obtenido por coccidon de la corteza es

muy aplicado contra debilidades nerviosas; por otro lado, las hojas secas y
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finamente trituradas constituyen un excelente remedio contra los resfriados
(Hoffmann et al 1992). Esta especialmente indicado en problemas hepaticos,
digestiones lentas, flatulencias, problemas urinarios y trastornos nerviosos e
insomnio provocados por trastornos hepaticos. También se utiliza en casos de
reumatismo y gota, aliviando al actuar como estimulante de la expulsion de la
urea. También actua en la diuresis y posee cierto efecto antiinflamatorio y
antiséptico urinario, gracias a la accion de los flavonoides y del aceite
esencial que lo componen (Chiej 1983). Tienen una accion marcadamente
hepatoprotectora actuando como tonico y estimulante de la funcién digestiva y
hepatica, asi como para tratar trastornos de la vesicula biliar e higado y como
preventiva en la formacion de calculos biliares. Por otro lado, tiene accion
antiinflamatoria, antipirética, antiséptica, diurética y fungicida (Rocha et al.,
2004). Es colerético y colagogo, ademas de laxante suave, sedante del
sistema circulatorio, debido a la boldina y antihelmintico por el ascaridol. Es
antilitiasico y carminativo (Del Sol 1995). El aceite ha demostrado tener
propiedades antiinflamatorias, carminativas y fungistaticas (Bittner et al.,
2009). Segun Gupta (1996), el aceite esencial de boldo posee actividad
antibacteriana contra  Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Candida albicans. Estudios de extractos de hojas de
boldo presentaron actividad antimicotica contra: Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Rhizopus nigricans, Aspergillus niger 'y Trichophyton

mentagrophytes. Ademas es ligeramente sedante del sistema nervioso

13



(Alonso 2004). La boldina, principal alcaloide presente en las hojas y corteza
del boldo, es bien conocida por sus propiedades antioxidantes y su actividad
tripanocida (O'Brien et al., 2006; Konrath et al., 2008). En estudios bioldgicos
in vitro de la boldina se ha demostrado que actua contra la peroxidacion de
radicales libres (Schirckel-Bittner, 2010). Las hojas de Boldo contienen
taninos y flavonoides, de los cuales la catequina ha sido reportada como una
de las mas abundantes. Dado que el contenido de catequina, acido galico y
acido tanico en boldo es mucho mayor que el de boldina, los primeros
compuestos parecen contribuir en mayor medida a la capacidad antioxidante
total de las infusiones de boldo (Quezada et al., 2004). No obstante, hasta
ahora no se ha generado evidencia pre-clinica o clinica que permita resolver
esta disyuntiva. En estudios recientes de Soto et al. (2013) muestran que el
alcaloide mas concentrado encontrado en las hojas de boldo no es boldina
sino que es isocoridina, un agente anticancerigeno que esta actualmente bajo
evaluacion (Lu et al.,, 2012). También poseen glucosidos de quercetina,
canferol, e isorhamnetina, acidos fendlicos y proantocianidinas, que ejercen
efectos antioxidantes y quimiopreventivos (Fernandez et al., 2009 ; Schmeda-
Hirschmann, 2010). En otro estudio reciente realizado por Pastene et al.,
(2014), descubrieron que las proantocianidinas son muy activas sobre
Helicobacter pylori, llegando a la conclusion que Peumus boldus tiene
potentes propiedades anti-H.pylori mediante la inhibicion de la actividad

ureasa y de la adhesién a las células AGS gastricas humanas.
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1.3.2. Buddleja globosa

Se escogio esta planta medicinal debido a sus multiples usos en la medicina

tradicional, como enfermedades del estomago, colitis, asi como heridas y

ulceras de diferente localizacion (piel, estomago). Segun la etnomedicina, las
hojas de matico son consideradas como una de nuestras mejores plantas
vulnerarias (cicatrizante y antiséptico), se emplea para lavar heridas y para

ayudar a la cicatrizacion de las ulceras y heridas antiguas (Schirckel-Bittner,

2010).

1.3.2.1. Monografia:

Foto

Dibujo Botanico

Especie (Familia):

Buddlejaceae

Nombres comunes:

Matico, paiil, palguin.

Historia:

Arbol nativo de Chile, Perti y Argentina.
En Chile habita desde Santiago hasta la
Patagonia (Navas, 1979).

Se utilizada para curar heridas, ulceras
y trastornos digestivos, como diurético,
antiinflamatorio y

Parte utilizada:

Hojas, frutos y corteza.

Constituyentes quimicos

Flavonoides, @ Cumarinas, terpenos,
entre otros.
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1.3.2.2. Composicion quimica:

En las hojas se ha detectado la presencia de los siguientes metabolitos:
flavonoides, cumarinas, terpenos, entre otros (Escribano et al., 2006; Miranda
et al., 2002). Otros compuestos encontrados son los flavonoides, glucosidos
de cianidina, delfidina, malvidina, petunidina, cumarina y triterpenos (Silva-
Bittner 1992), asi como también fenilpropanoides, iridoides (Montes —

Wilkomirsky 1987; Mensah et al., 2000).

1.3.2.3. Antecedentes farmacolégicos y de Actividad Biolégica:

Sus hojas contienen fenilpropanoides, iridoides, terpenos y flavonoides
(Montes — Wilkomirsky 1987; Mensah et al., 2000) y muestran propiedades
antihepatotoxicas, bactericidas, antioxidantes, antiinflamatorias, cicatrizantes
de heridas y actividades analgésicas (Pardo et al., 1997, Liao et al., 1999,
Mensah et al., 1998, Backhouse et al., 2008). Por otro lado a los taninos (5,7
%) y glucésidos de flavonoides se les atribuye actividad antidiurética,
cicatrizante y antiinflamatoria. También presenta iridoides con actividad
antibacteriana y  fenilpropanoides con propiedades analgésicas,
antibacteriana y antihipertensiva.

El angardsido A es el responsable de tener actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (Hoffman et al., 1992; Mufioz et al., 2001). Presenta,

ademas, terpenos con actividad antifungica contra Trichophyton rubrum,
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Trichophyton interdigitale y Epidermophyton floccosum (Mensah et al., 2000).
Por otra parte se han podido aislar derivados del acido cafeico como el
verbascosido con capacidad de estimular el crecimiento de los fibroblastos in
vitro (Mensah et al., 2000). Algunos ensayos in vitro demostraron actividad
antibacteriana contra gérmenes Gram (+) y (-), lo cual se deberia a la
presencia de diterpenos vy triterpenos principalmente (Alonso, 2004).

En la actividad analgésica y antiinflamatoria del matico se encontr6 que el
flavonoide linarina posee una actividad antiinflamatoria apreciable, pero esto
no ha sido confirmado clinicamente. (Mensah et al., 2001). Recientemente se
patentd el “Uso de un extracto seco normalizado de hojas de Buddleja
globosa Hope, BG-126, para el tratamiento y prevenciéon de trastornos
gastrointestinales causados por el tratamiento con nitrofurantoina y otros
antimicrobianos”. Esta invencion se refiere al uso de una composicion que
contiene extractos de Buddleja globosa Hope (matico) y aditivos
farmacolégicamente aceptados para el tratamiento o prevencion de varios
trastornos gastrointestinales, en particular los asociados con el tratamiento del
paciente con nitrofurantoina, en particular contra Escherichia coli. (Letelier y

Salas 2014).
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1.4. Métodos de Extraccion de compuestos bioactivos desde plantas

medicinales

Es posible realizar una separacion, identificacion y caracterizacion de
compuestos bioactivos desde las plantas medicinales chilenas a través de un
proceso de extraccion apropiado. La extraccidn de los compuestos bioactivos
corresponde a una técnica empleada para separar un producto organico de
una mezcla o aislarlo de su fuente natural. Asi, los extractos vegetales se
definen como preparados concentrados de soluciones extractivas. Que se
obtienen extrayendo los compuestos activos de las plantas con solventes
apropiados. La base teorica del proceso de extraccion es la difusion.

De esta forma los métodos de extraccion tienen algunos objetivos comunes:
(a) extraer compuestos bioactivos especificos de una muestra vegetal
compleja, (b) aumentar la selectividad de los métodos analiticos (c) aumentar
la sensibilidad del bioensayo, incrementando la concentracion de compuestos
diana, y (d) proporcionar meétodos robustos y reproducibles que sean

independiente de las variaciones en la matriz de la muestra (Smith, 2003).

1.4.1. Métodos de extraccion convencional

Los compuestos bioactivos de los materiales vegetales pueden extraerse
mediante diversos métodos clasicos de extraccion. La mayoria de estos

métodos se basan en el uso del poder de extraccion de diferentes
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disolventes, en la aplicacion de calor y/o agitacion. Algunas son: Extraccion
Soxhlet, Maceracién e Hidrodestilacion, de las cuales las que se utilizaran
seran extraccion soxhlet y maceracion, ya que lo que se busca es obtener un
extracto global de la planta. Por otro lado, la seleccion del disolvente va a
depender principalmente de la polaridad del o los compuesto/s objetivos, asi
como también de la afinidad con los compuestos bioactivos, la transferencia
de masa, la seguridad del solvente (que sea amigable con el medioambiente).
Por otro lado, la recuperacion del solvente, la toxicidad y la viabilidad
financiera también deben considerarse en la seleccidn del disolvente para la
extraccion de compuestos bioactivos. Algunos ejemplos de compuestos

bioactivos extraidos utilizando diferentes disolventes se dan en la Tabla 1

Tabla 1. Ejemplo de algunos compuestos bioactivos extraidos mediante

diferentes solventes organicos (adaptado de Cowan (1999)).

Agua Etanol Metanol Cloroformo Diclorometano Acetona
Polifenoles: Polifenoles: Terpenos Terpenos Alcaloides Taninos
Antocianinas

Taninos Polifenoles: Terpenos
Taninos Flavonoides Flavonoides Alcaloides
Cumarinas Terpenos Acidos
fendlicos

Saponinas
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1.4.2. Métodos de extraccion no convencionales

La extraccion convencional tiene grandes desafios que superar como son: los
largos tiempo de extraccion, el requerimiento de disolventes costosos y de
alta pureza, la evaporacion de una enorme cantidad de disolvente, la baja
selectividad de extraccion y la descomposicion térmica de compuestos termo
labiles (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998). Para superar estas
limitaciones de los meétodos de extraccidon convencionales, se introducen
nuevas y prometedoras técnicas de extraccion. Estas técnicas se denominan
técnicas de extraccidn no convencionales. Algunas de las técnicas mas
prometedoras son la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), la extraccion
asistida por enzimas (EAE), la extraccion asistida por microondas (MAE), la
extraccion con fluido supercritico (SFE) y la extraccion liquida presurizada
(PLE). Algunas de estas técnicas son consideradas como "técnicas verdes",
ya que cumplen con los estandares establecidos por Environmental Protection
Agency, USA (http://www.epa.gov/greenchemistry/pubs/about_gc.html). Estos
incluyen sintesis quimica menos peligrosa; disefio de productos quimicos mas
seguros, uso de materias primas renovables, reduccion de derivados,
catalisis, disefio para prevenir la degradacion, economia en cuanto al tiempo
de analisis y de solventes, prevencidén de la contaminacion y quimica
inherentemente mas segura para la prevencion de accidentes. El ultrasonido
se elige como medio de extraccion no convencional, para compararlo con los

métodos no convencionales. Por otro lado, un aspecto innovador e
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interesante desde punto de vista de la utilizacion de disolventes organicos, es
que se introducira en este proyecto el uso de NADES (Natural Deep Eutectic

Solventes) como medio de extraccion “Verde”, como sigue a continuacion.

1.4.3. Los NADES como solventes no-convencionales para la extracciéon

de bioactivos.

Los NADES (Natural Deep Eutectic Solventes) son liquidos formados de
metabolitos primarios (por ejemplo, azucares, alcoholes de azucar, acidos
organicos, aminoacidos y aminas) unidos entre si por interacciones
intermoleculares fuertes, particularmente enlaces de hidrégeno. Estos han
demostrado presentar muchas ventajas sobre los disolventes convencionales
actualmente utilizados para la extraccion (Dai et al., 2013) por ejemplo, tiene
una volatilidad despreciable, viscosidad ajustable y alta solubilizacion.
Algunos NADES han mostrado una capacidad solubilizante muy alta, en
algunos casos hasta 12.000 veces mayor que el agua (Choi et al., 2011; Dai
et al., 2013) Desde el punto de vista ambiental y econdmico, también
presentan grandes ventajas, con respecto a su biodegradabilidad,
sustentabilidad, bajo costo y simple preparacion. Todas estas propiedades
indican su gran promesa como disolventes de extracciéon para productos
naturales (Dai et al., 2013) y sus posibles aplicaciones en areas relacionadas

con la salud, tales como alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos.
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En general, los componentes de NADES se caracterizan por la presencia de
varios grupos funcionales tales como grupos hidroxilo, carboxilo o amino
(Choi et al., 2011; Dai et al., 2013). Estos grupos pueden formar un enlace de
hidrégeno intermolecular, conduciendo a liquidos viscosos altamente
estructurados, lo que explica sus propiedades fisicas especificas y su
comportamiento solubilizante diferente en comparacion con los disolventes
convencionales. Estos liquidos también pueden formar enlaces de hidrogeno
con solutos, aumentando de este modo en gran medida la solubilidad de
compuestos en NADES, por ejemplo: compuestos fendlicos. Segun sus
componentes, se puede dividir en cinco grupos: tipos de liquido i6nico
compuestos por un acido o una base, aquellos con compuestos neutros,
mezclas a base de azucar con un acido, mezclas a base de azucar con una
base y a base de azucar con un aminoacido (Dai et al., 2013). Las diferentes
composiciones de NADES resultan en un amplio rango de propiedades
fisicas, probablemente llevando a diferentes comportamientos en aplicaciones
como la extraccion, analisis y almacenamiento de productos naturales. Si
bien para ambas plantas no se han utilizado estos tipos de solventes, existen
varios ejemplos en los cuales se han obtenido buenos resultados de
extraccion, algunos ejemplos son lo realizado por Dai et al.(2013), quienes
estudiaron la extraccion de compuestos fendlicos de Carthamus tinctorius,
utilizando diferentes NADES, como acido lactico: glucosa; glucosa: cloruro de

colina y fructosa: glucosa: sacarosa. En ese trabajo, se encontré que los
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NADES tiene una alta capacidad para extraer compuestos fendlicos, y que
esta relacionado con las interacciones de enlace-H que se establecen entre
los compuestos fendlicos y las moléculas de los NADES. Las propiedades
fisicas de los NADES también tienen una gran influencia en la extraccion,
tales como. la viscosidad, la polaridad y la temperatura. Optimizando todos
los parametrose estos autores reportan mayores rendimientos de extraccion
de compuestos fendlicos usando NADES en comparacion con solventes
convencionales como agua y etanol. Estudio reciente realizado por Radosevic
et al.( 2016) donde se prepararon extractos fendlicos de piel de uva utilizando
cinco NADES a base de cloruro de colina que contenian glucosa, fructosa,
xilosa, glicerol, acido malico y se valoraron mediante pruebas de su actividad
biolégica in vitro usando dos lineas celulares tumorales humanas. Entre los
NADES basados en cloruro de colina usados, el que contenia acido malico
mostro el mejor desempefio con respecto a la eficiencia de extraccidn (el total
de antocianinas fendlicas y totales fue de 91 y 24 mg/g de peso seco). Por
primera vez se mostr6 que los componentes de los NADES podian ser
elegidos no solo para ajustar las caracteristicas fisicoquimicas del disolvente
sino también para potenciar la actividad biolégica de extractos preparados en
NADES. Por lo tanto, esta investigacion confirmé que los NADES son una
excelente y prometedora opcion de solventes para una extraccion sostenible y
verde, lo que dara lugar a su novedosa aplicacion en la industria alimentaria y

farmacéutica.
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1.5. Aislamiento de compuestos bioactivos

La metodologia de aislamiento mas frecuentemente utilizada, consiste en
repetidas cromatografias en columnas rellenas de gel de silice (fase normal),
en las cuales la fase movil es impulsada por la gravedad. Por otro lado,
también se hace cada vez mas frecuente el uso de la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) en modo preparativa. Sin embargo, todos estos
meétodos tienen limitaciones. La cromatografia de adsorcion tiene una
tendencia a retener analitos en la fase estacionaria, dando como resultado
pérdida de muestras y relaciones cuantitativas. Finalmente, aunque la HPLC
tiene un alto poder de resolucién, no es ni muy econdmica ni respetuosa con
el medio ambiente cuando se lleva a escala de cromatografia preparativa (Qiu
et al., 2012).

Todas estas observaciones reflejan la necesidad de un equipamiento mas
sofisticado y especializado, como lo es la cromatografia en contra-corriente,
que si bien podria no estar ampliamente disponible incluso para laboratorios
bien equipados. Otra consideracion es que, las técnicas de separacion en
contra-corriente requieren algun tiempo para ser optimizadas. Si bien esto
puede percibirse como desventajoso, recientemente se han hecho progresos
significativos en aspectos claves, tales como la seleccion de sistemas
disolventes, el disefio de instrumentos y los modos de operacion, y hay una

gran cantidad de reportes recientes sobre protocolos eficientes de purificacion
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de productos naturales que emplean técnicas contracorrientes. La
metodologia en contracorriente se aplica principalmente en esquemas de
aislamiento mas complejos y no como una alternativa a otras técnicas. (Pauli

et al., 2012).

1.5.1. Cromatografia contracorriente

La cromatografia en contracorriente (CCC) es un término genérico que abarca
todas las formas de cromatografia liquido-liquido que utilizan una fase
estacionaria liquida sin soporte mantenida en su lugar por un simple campo
centrifugo o complejo campo de fuerza centrifuga. Se basa en un proceso de
particion repetido (semejante al que se verifica en la cromatografia tradicional)
pero en ausencia de un soporte solido. El inventor de la técnica, Yoichiro Ito,
lo nombro por el método de particion a contracorriente de Craig que también
usaba la division entre dos fases liquidas para separar solutos (Ito 2002).
Utilizando instrumental disefiado ad hoc (la centrifuga planetaria) es posible
retener una de las fases que constituyen un ATPS (sistema de dos fases
acuosas) dentro de un tubo espiralado por aplicacion de fuerza centrifuga
(fase liquida estacionaria). Por otra parte, la segunda fase (mévil) fluye en
forma continua por irrigacion del sistema, generando una serie de pasos
extractivos a través de la primera y asegurando la existencia de un numero
importante de platos teoricos. La inexistencia de una matriz solida minimiza

problemas de adsorcién inespecifica y reduce los costos asociados a los
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adsorbentes comerciales. La cromatografia liquido-liquido se aplico
fundamentalmente a la separacion de productos naturales a partir de
extractos vegetales, utilizando sistemas de solventes organicos inmiscibles
con el agua (incompatibles con la presencia de biopolimeros), bajo
condiciones analiticas y preparativas.

La cromatografia de particion centrifuga (CPC) es una de las diversas
técnicas utilizadas en la cromatografia liquido-liquido. Es un desarrollo de
CCC, una clase de técnicas, la primera de las cuales fue inventado en 1970
por Ito y Bowman. Todas éstas técnicas son basados en la particion entre
dos fases inmiscibles de un sistema solvente (Ito y Boowman 1970).

Al igual que otras técnicas de CCC, como la cromatografia de contracorriente
de gotas o cromatografia de contracorriente de bobina toroidal, la
cromatografia de particion centrifuga también es un tipo de cromatografia de
contracorriente hidrostatica. En los sistemas hidrostaticos, existe sélo un eje
de rotacion generando un campo centrifugo constante, por lo que pueden
encerrar volumenes geomeétricos, tubos, canales o Iébulos que se repiten a
través de tubos de conexion que forman un patron. Este disefio reduce el
tiempo de contacto para el intercambio de soluto con la fase estacionaria Fig.
A: Se puede ver que los conductos de conexion solo contienen la fase movil
(no hay intercambios de fase en los conductos de conexion). Por lo cual, hay
una mayor capacidad de carga y es mas rapida. También construye una

pequeina presion hidrostatica que explica la importante caida de presidn
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necesaria para operar centrifugas hidrostaticas. Todas las centrifugas
hidrostaticas contienen dos juntas rotatorias; uno en la parte superior y el otro
en la parte inferior, las cuales permiten una operacion silenciosa que los
aparatos de HSCCC. (Berthod et al., 2009).

Los sistemas de cromatografia contracorriente hidrodinamica, se caracterizan
principalmente por un movimiento de rotacion planetaria de los carretes
alrededor de dos ejes giratorios, (Bojczuk et al., 2017), un eje principal y uno
planetario, cada eje planetario tiene una bobina o un carrete montado en él
qgue contiene las bobinas de tuberia de teflon continuamente arrollada, lo que
genera un campo de fuerza centrifuga variable. Este campo produce zonas
de mezcla y de sedimentacion a lo largo de toda la longitud de la columna
enrollada como se indica en la Fig. 2B, por lo que hay un contacto continuo
entre las dos fases liquidas a lo largo de la columna sin ninguna acumulacién
de presion significativa, es decir, las centrifugas hidrodinamicas funcionan con
baja presion de fase movil pero pueden generar ruido del conjunto de
engranajes, que puede reducirse en centrifugas bien disefiadas (Berthod et
al., 2009). Estas columnas se denominan frecuentemente columnas CCC
(HSCCC) de alta velocidad, ya que pueden funcionar mucho mas
rapidamente que las columnas Craig, DCCC y gravedad. (Ito 2005; Conway

1990). Una de las ventajas HSCCC es su resolucion.
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Figura 2. Vista esquematica del movimiento del liquido en columnas CCC. A)
Columnas hidrostaticas o CPC. B) Columnas hidrodinamicas. (Adaptado de

Berthod et al., 2009)

La separacion de los solutos, contenidos en una fase movil, se logra de
acuerdo con sus coeficientes de particion (Kd), expresados como la relacion
de sus concentraciones en la fase estacionaria a su concentracion en la fase
movil (Figura 5). Dependiendo de la densidad de las fases, se puede operar
en dos modos. Cuando la fase mas ligera (menos densa) es fase movil, se
denomina modo ascendente, mientras que cuando la de mayor densidad fluye
a través de la menos densa se denomina descendente (Bojczuk et al., 2017).
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Figura 3. El fendmeno liquido-liquido es la base de la distribucion a
contracorriente (y la cromatografia en contra-corriente). (Adaptado de Bojczuk

etal., 2017)

Un punto muy importante para considerar es la solubilidad de los compuestos
a separar y su razon de Kd entre las fases inmiscibles. Si bien existen
diversas combinaciones de sistemas de solventes, una de las mas usadas
para fraccionar extractos ricos en polifenoles se compone de heptano (o n-
hexano), acetato de etilo, agua y metanol, formando 23 posibles
combinaciones (A hasta la Z), lamado comunmente sistema Arizona (Bojczuk
et al., 2017). Debido a la modalidad de usos, la posibilidad de generar un
sistema bifasico en un amplio rango de polaridades, CPC es una técnica
idonea para la separacion y purificacion de (poli) fenoles desde extractos de
plantas.

Esta técnica ha sido usada ampliamente en otras plantas para separar

verbascoésido, esté fenilpropanoide presente y el cual nos interesa sustraer
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desde el matico, algunos ejemplos de ello son: desde un extracto de semillas
de Plantago psyllium mediante el uso de HSCCC utilizando el sistema de
solvente acetato de etilo agua (1: 1), (Li et al 2005), pero esto se realizd en
dos pasos. Xi y colaboradores (2012) también usaron HSCCC y usaron un
sistema de fases de acetato de etilo: n-butanol: agua mediante la adicion de
acido aceético glacial para purificar verbascoésido y equinacosido (Xi et al.,
2012). HSCCC fue exitosamente desarrollado para el aislamiento
verbascosido e isoactiésido de la planta medicinal tibetana Pedicularis
longiflora Rudolph. var. tubiformis (Klotz), utilizando cloroformo: n-butanol:
metanol: agua (4: 3: 4: 5, v/v) como sistema de disolvente de dos fases, los
dos compuestos objetivo, se resolvieron satisfactoriamente en una separacion
de un solo paso (Chen et al., 2014).

En otro trabajo se aislaron y purificaron plantamajosida y actedsido
(verbascésido) de las partes aéreas de Plantago asiatico mediante
cromatografia de particion centrifuga de alto rendimiento (HPCPC) con
acetato de etilo, n-butanol, etanol y agua (0.5: 0.5: 0.1: 1, relacion de

volumen) como sistema solvente. (Li et al., 2009).

En conclusion, al comparar los reportes en la literatura para el aislamiento de
verbascoésido y otros derivados fenilpropanoides desde variadas fuentes, es
posible sefalar que para diferentes matrices se requieren distintos

procedimientos de purificacion. Ademas de observa que por lejos la técnica
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mas usada es la HSCCC (aca sdélo se han puesto algunos ejemplos) y el
sistema de solvente acetato de etilo: n-butanol: agua, por lo que en la
presente tesis se considerara probar esa fase como punto de partida. Dado
los antecedentes presentado queda de manifiesto que los sistemas HSCCC y
CPC pese a tener un mismo principio de separacion, poseen diferencias en lo
que respecta a mecanica de fluidos, por lo que es esperable tener que hacer

ajustes cuando se use su protocolo disefiado originalmente para HSCCC.

1.5.2. Cromatografia contracorriente : modo refinamiento zona de pH

En la década de 1990, Ito introdujo un nuevo modo de separacién preparativa
llamado, refinamiento de la zona de pH CCC como una modificacion de
HSCCC, empleada como una técnica preparativa a gran escala para separar
analitos ionizables. (Weisz et al.,, 1994; Ito and Ma 1996). El modo de
"refinamiento de la zona de pH" se refiere a un modo de desplazamiento
dedicado a la separacion de compuestos ionizables (Ito and Ma 1996) que
muestra una exagerada polaridad y diferencia de solubilidad entre sus formas
neutras y la sal. Se ha aplicado principalmente a la purificacion de productos
naturales, particularmente alcaloides (Ito 2005; Fang et al., 2013)

El principio de esta técnica se basa en el uso de un retenedor introducido en
la fase estacionaria y un desplazador solubilizado en la fase mdévil para
realizar el proceso cromatografico de desplazamiento. En el caso de la

purificacion de alcaloides en el modo descendente (es decir, la fase acuosa
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inferior con desplazador acido es la fase movil y la fase organica superior que
contiene una base, el retenedor, es la fase estacionaria), el retenedor debe
tener una constante de acidez aparente mas pequeia que las de los
alcaloides para desprotonar y obligarlos a dividirse en la fase organica
estacionaria (Toribio et al., 2007). El proceso de desplazamiento requiere
también un acido fuerte o debil en la fase movil para de esta forma desplazar
los alcaloides en el orden decreciente de pKa. Dado que los analitos estan
organizados dentro de la columna de acuerdo con sus respectivas constantes
de acidez e hidrofobicidad, el modo de refinamiento de la zona de pH puede
ser un proceso selectivo.

Una caracteristica de la cromatografia de desplazamiento es la liberacidén de
los productos de la columna mediante bloques contiguos dispuestos segun
sus valores de pKa y también coeficientes de particion. En un bloque, la
concentracion de las diferentes especies (y, por lo tanto, el pH) son
constantes vy fijas por las constantes de equilibrio acido-base y de reparto. La
superposicion entre bloques es minima y no varia con la cantidad de
inyeccion simple. (Renault y otros 1999).

Este método ofrece una serie de ventajas sobre el CPC convencional, como
un aumento de mas de diez veces en la capacidad de carga de la muestra,
alta pureza y concentracion de fracciones, constituyentes menores e
impurezas (Maurya y Srivastava 2009). El CPC de refinamiento de zona de

pH se ha utilizado con éxito para la separacion de una amplia variedad de
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productos naturales, alcaloides, isdbmeros estructurales y geomeétricos,
aminoacidos, péptidos, colores sintéticos (colorantes) y compuestos quirales
(Maurya y Srivastava 2009; Hamzaoui et al., 2013), por esta razon es que se
pretende usar en la planta boldo, para separar los alcaloides de los

polifenoles.

En la literatura podemos encontrar una amplia gama de sistema de fases
utilizados para separar alcaloides, en especial el sistema HSCCC, es el mas
utilizadé algunos ejemplos son: utilizando cromatografia de particion
centrifuga de refinamiento de zona de pH se usé para separar los alcaloides
del helecho Huperzia serrata (Thunb. Ex Murray) Trevis, se utilizaron n-
heptano / acetato de etilo / n-propanol / agua (5: 15: 35: 45 v /v /v /v) como
sistema disolvente. También se afadieron trietlamina (8 mM) y acido
metanosulfonico (6 mM) al sistema disolvente. El pH de la fase superior e
inferior se ajusté a pH 10 mediante la adicion de solucion de amoniaco. Una
cantidad de 0,4 g de extracto de planta seca dio 9 mg de huperzina Ay 7 mg
de huperzina pura B (Toribio et al., 2007). En otra investigacion se separaron
cinco alcaloides derivados de isoquinolina de un extracto crudo de Stephania
yunnanensis usando CCC- refinamiento de zona de pH en un solo paso. Con
un sistema disolvente compuesto de metil-tert-butil-éter (MtBE) -acetonitrilo-
agua (2: 2: 3, v/ v) donde se afadio trietilamina (10 mM) a la fase organica

superior como retenedor y acido clorhidrico (5 mM) a la fase movil acuosa
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como eluyente. Los alcaloides aislados fueron: isocorydina, corydina,
tetrahidropalmatina, N-metilasimilobina y anonaina. (Hu et al., 2010)

Renault y colaboradores implementaron en modo de refinamiento zona la
purificacion de alcaloides inddlicos del extracto alcaloideo crudo de la planta
Catharanthus roseus (L.), separando vindolina, vindolinina, catharantina y
vincaleucoblastina. En el estudio se utilizé un aparato HPCPC y el sistema de
solventes: metil-tert-butil éter, acetonitrilo y agua (4: 1: 5 v/ v / v) (la fase

acuosa inferior se acidificd). (Renault et al 1999)

1.5.3. Sustraccién quimica usando cromatografia contracorriente (CCC)

En el afio 2008, se introdujo el concepto de sustraccion quimica utilizando la
separacion en contracorriente (CS) para la eliminacién selectiva de un solo
compuesto desde una mezcla bioactiva de metabolitos (Chen et al., 2008).

El término "sustraccion quimica" refleja la similitud con la sustraccion
aritmética y se aplica a una operacion quimica destinada a remover o eliminar
ciertos componentes, pero también implica que no se producen
modificaciones quimicas, en virtud de la ventaja solo liquida de CS (Chen et
al., 2008). Como se indico en la seccion anterior, la cromatografia a
contracorriente (CCC) en la separacion cromatografica de extractos naturales
es una metodologia que posee gran capacidad para eliminar quirurgicamente

(resta o substraccion) uno o mas componentes potencialmente disruptivos
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dentro un extracto con el fin de examinar detalladamente la bioactividad de un
producto natural.

Una ventaja importante de CCC resulta del hecho de que ambas fases en la
cromatografia son liquidos; no hay ninguna posibilidad para la adsorcion
irreversible de sus metabolitos para medios cromatograficos sélidos. Esto
significa que todos los analitos introducidos en la columna pueden ser

recuperados.

El enfoque de remocion selectiva (también llamada "knockout") de una o
varias entidades quimicas representa una alternativa convincente al estudio
de los productos metabolomicos naturales. Sin embargo, aunque la
eliminacion completa y selectiva de una sola entidad puede ser deseable,
hacerlo con una alta especificidad es bastante dificil y/o laborioso. También
resulta logico pensar que las sustancias sustraidas pueden ser incorporadas
a un extracto para enriquecerlo, lo que sirve como estrategia comprobatoria
de su importancia en la bio-actividad del extracto. Asi, en el presente trabajo
se busca introducir el concepto de agotamiento y enriquecimiento de
ingredientes selectos (DESIGNER) como un nuevo enfoque para explorar la
biologia de extractos complejos. (Ramos et al., 2014).

El concepto integra métodos modernos de separacion avanzada en
contracorriente (CS, incluye cromatografia en contracorriente [CCC] y

cromatografia de particion centrifuga [CPC]), complementados con el analisis
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metaboléomico por LC-MS, UHPLC-UV y RMN 'H cuantitativa (QHNMR), para
el disefo dirigido de extractos selectivamente preparados. Este proceso
produce materiales de “DISENADOR” que son derivadas de otra manera
como mezclas metabodlomicas inalteradas, tales como extractos de productos

naturales (Figura 4).

Chemical —
Subtraction

by CS

K-Targeted

Total Extract — Metabolites — Difference Extract

c‘ o A - ‘
DESIGNER

Total Extract (TE) =~ K-Targeted DESIGNER Extract

Extracts —— Metabolites

Figura 4. Representacion esquematica de la sustraccion quimica y la

produccion de extractos de DISENADOR. (DESIGNER). (Adaptado de Ramos

etal., 2014).

El concepto de extractos de DISENADOR utiliza la flexibilidad de posibles
ajustes de la selectividad cromatografica, la polaridad y la ortogonalidad y
puede asi dirigirse a metabolitos unicos y multiples, produciendo unico y
multiples extractos knock-out, knock-down, y knock-in. (Ramos et al., 2014).

El extracto knock-out, hace referencia al extracto que es removido, knock-
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down se refiere al extracto reducido, es decir, el que nos queda y knock-in al

extracto enriquecido.

La generacion de extractos knock-out ha recibido atencion, ya que representa
una forma directa de estudiar la contribucion biolégica de un compuesto dado
a la actividad global (TOTAL) de su extracto original.

Un componente antibacteriano conocido, el acido benzoico, se elimind
selectivamente mediante CS del jugo de arandano (Vaccinium macrocarpon),
con una pureza de 97,47% medida por QHNMR (Chen et al., 2008). Desde
entonces, esta técnica cromatografica ha evolucionado aun mas con respecto
a la determinacion del analito basada en los coeficientes de particion (K, K-
targeting), como en el caso de la separacion preparativa y/o analitica de
bilobalido y ginkgolidos A, B, C y J, de Ginkgo biloba (Qiu et al., 2012). Rara

vez es posible eliminar un solo metabolito en un solo paso.

La sustraccion quimica permite una caracterizacion quimica y bioldgica
adicional tanto de los extractos de DESIGNER como de la complejidad
residual del (de los) compuesto (s) diana (s) purificado (s). Como resultado, la
interaccion del(los) objetivo(s) y los extractos de DESIGNER permiten la

evaluacion de relaciones sinérgicas/antagonistas (Ramos et al., 2014).
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Un aspecto clave de la sustraccion quimica se refiere a la evaluacion de la
pureza de los compuestos diana (Ts), asi como a la evaluacion de su

complejidad residual (RC) (Cheng et al., 2009; Cheng et al., 2008).

1.6. Ensayos biologicos para confirmar la actividad biologica de los

extractos disenados

1.6.1 Ensayos para evaluar la citotoxicidad.

Los test de proliferacion y citotoxicidad celular in vitro son una herramienta
para determinar si una molécula posee efectos directos sobre la proliferaciéon
celular o si poseen efectos citotoxicos que conlleven a la muerte celular.

El colorante de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-0xido) ha sido
ampliamente utilizado como un indicador de viabilidad celular en varios tipos
de ensayos de proliferacion y citotoxicidad. (Nociari et al 1998). La reduccion
de resazurina se correlaciona con el numero de organismos vivos, como las
células bacterianas, de hongos y de mamiferos. Las enzimas mitocondriales,
como portadores de actividades de diaforasa, como Ila NADPH
deshidrogenasa, son responsables de la transferencia de electrones de
NADPH + H* a resazurina, que se reduce a resorufina (O’Brien et al 2000).
Cuantificacién de viabilidad celular basada en resazurina tiene ventajas, que
incluyen rapidez, confiabilidad, sensibilidad, seguridad y costo. Ademas,

mantiene las células intactas, lo que permite otros analisis paralelos, como
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ARNmMm, estudio citogenético, determinacion de apoptosis e inmunofenotipado.
El nivel de reduccion puede cuantificarse mediante espectrofotometros
utilizando filtros apropiados, ya que la resazurina exhibe un pico de absorcion
a 600 nm y la resorufina a 570 nm de longitud de onda (Zalata et al., 1998).

Otro método de tincion es usando la sulforodamina B (SRB), es un colorante
de aminoxantano, rosado brillante, posee dos grupos sulfénicos -SO3
cargados negativamente, capaces de unirse electrostaticamente a cationes.
En condiciones acidas (disuelta en acido acético 1%), la SRB aumenta su
afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas, y se fija selectivamente
a éstos, proporcionando un indice del contenido de proteina celular si las
células son previamente fijadas con acido tricloroacético (TCA), y después de
eliminar el colorante no fijado, el colorante unido a las células viables se
extrae con medio alcalino (Solucion de Tris pH 10,5) y se lee la absorbancia a

564 nm (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991).

1.6.2. Ensayo del cometa para evaluar el dafio en el ADN

El bioensayo cometa, también conocido como electroforesis alcalina de
células individuales (del inglés: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una
prueba que evalua el dano del material genético causado por diferentes
agentes quimicos y fisicos (Kassie et al., 2000). Se ha converido hace varias
décadas en un método establecido para el estudio del dafio de acido

desoxirribonucleico, con multiples aplicaciones en ensayos de genotoxicidad,
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estudios de biomonitoreo en humanos, epidemiologia molecular y
ecotoxicologia; asi como una herramienta fundamental para investigaciones
sobre dafo y reparacion del acido desoxirribonucleico. En la actualidad
existen dos versiones del ensayo Cometa: una, introducida por Sing y
colaboradores, y otra, desarrollada por Olive y colaboradores. Las dos
versiones son similares en principio, pero la mayor diferencia esta dada en los
valores de pH de la electroforesis. EI método de Sing, conocida como
electroforesis alcalina porque emplea pH > 13, mientras que el método de
Olive, emplea electroforesis con pH de 8,3 y se conoce como electroforesis
neutra. Ambos métodos son capaces de detectar ruptura de las cadenas de
ADN simples y dobles, pero el método alcalino detecta, ademas, sitios
alcalinos labiles. Por esta razon el ensayo en condiciones alcalinas es el mas
usado (Singh et al., 1991). Este ensayo se distinguié por tener algunas
ventajas como: simplicidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y economia

(Hartmann et al., 2003).

1.6.3. Ensayos para evaluar la actividad antioxidante

1.6.3.1. Ensayo ORAC

Este método ha sido testeado con muy buena precision, exactitud, robustez,
especificidad a la accién de antioxidantes y linealidad de la relacidon entre el
area bajo la curva de las sefales y la concentracién de antioxidantes. Sin

embargo, la fluorescencia de la fluoresceina es sensible al pH, debiendo ser
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un factor cuidadosamente monitoreado. Basicamente el método consiste en
mezclar la muestra con fluoresceina, se incuba a 37°C antes de agregar
AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) hidrocloruro) utilizado como radical
estable para iniciar la reaccion con la fluoresceina. Las muestras se leen por
espectrofluorescencia con una Aex= 485 nm y Aem= 525 nm. Asi, la muestra
que podria contener antioxidantes compite con la fluoresceina por el AAPH,
disminuyendo lentamente la fluorescencia de la Fluoresceina si la muestra
contenia una alta capacidad antioxidante, o disminuyendo rapidamente la
fluorescencia de la fluoresceina si la muestra contenia una baja capacidad

antioxidante. (Ou et al., 2001).

1.6.3.2. Ensayo DPPH

Este método se basa en el uso del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH-+), el cual presenta un color violeta oscuro. Este radical libre es
susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un
proceso caracterizado por la cesidn de un atomo de hidrégeno proporcionado
por el agente antioxidante. Este radical, cuando se pone en contacto con una
sustancia capaz de donar un atomo de hidrogeno se reduce, produciéndose
la pérdida de este color caracteristico, lo que se traduce en un descenso de la

absorbancia. (Brand-Williams et al., 1995)
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1.6.4. Ensayo inhibicion de la acetilcolinesterasa (ACHs)

La proteina acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que juega un papel
esencial en el funcionamiento normal del sistema nervioso tanto en el ser
humano como en otros vertebrados e invertebrados, incluyendo insectos.
Pertenece al grupo de las esterasas, y es capaz de atacar el grupo éster
presente en la molécula de acetilcolina (ACh), generando como producto de
hidrdlisis colina y acetato. Esta molécula acttia como mensajero quimico,
principalmente en las sinapsis colinérgicas que existen en las uniones entre
nervios y musculos, entre nervios y glandulas, y en las sinapsis entre ciertos
nervios en el sistema nervioso central. Los procedimientos analiticos
desarrollados para la determinacion de la actividad AChE in vitro mas
empleados actualmente son del tipo colorimétrico basados en la reaccion de
Ellman. Este método, que se ha utilizado con éxito para medir actividad AChE
en gran cantidad de especies y en diferentes tipos de tejidos, emplea el acido
5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, también llamado Reactivo de Ellman)
como sonda para hacer un seguimiento de la reaccion catalizada por la
enzima AChE, utilizando como sustrato alternativo a la molécula de

acetiltiocolina (AThCh) (Ellman et al., 1961).
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2. Hipétesis y Objetivos

En base a los antecedentes que han sido planteados en las secciones que

anteceden , se plantea la siguiente hipodtesis para la presente tesis:

2.1. Hipétesis:

Usando estrategias de sustraccion quimica mediante técnicas preparativa
modernas de separacion cromatografica (CPC) se puede comprobar si los
compuestos mayoritarios o aquellos que forman parte de la complejidad
residual presentes en las plantas chilenas Peumus boldus (boldo) y Buddleja

globosa (matico), son los responsables de su actividad biologica.

2.2, Objetivo General

Disefar estrategias de separacidn preparativa que permita sustraer los
compuestos bioactivos (DESIGNER) a partir de extractos de boldo y matico,

para comprobar su actividad bioldgica.
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2.3. Objetivos especificos

2.3.1. Extraer compuestos bioactivos presentes en boldo y matico,
utilizando métodos clasicos (Soxhlet, maceracion) y modernos

(ultrasonido) y también mediante NADES (solventes verdes).

2.3.2. Analizar y cuantificar los extractos mediante HPLC-DAD-IT-MS/MS,

polifenoles totales.

2.3.3. Desarrollar metodologias para la sustraccion quimica de los
compuestos bio-activos mediante técnicas como CPC y refinamiento de la
zona de pH-CPC con el objeto de disenar extractos (DESIGNER)
desprovistos o reducidos en bio-activos (Knock out y Knock down) o

enriquecidos en ellos (Knock in).

2.3.4. |ldentificar las fracciones sustraidas mediante HPLC-DAD-IT-MS/MS

y HPLC-Q-TOF.

2.3.5. Comprobar si el proceso de sustracciéon de los compuestos bio-

activos de las plantas seleccionadas afecta su actividad bioldgica.
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3. Estrategia analitica para la sustraccién quimica de compuestos

bioactivos en plantas medicinales chilenas (matico y boldo)

La estrategia analitica para dar cumplmiento con el objetivo general y
especificos son detallados en la seccion que antecede, se puede dividir en

etapas, las cuales se observan en la figura 5.

Estrategia analitica

para la sustraccion

quimica de
compuestos bioactivos \
5. Confirmacion desde plantas 1.Obtencién de |
Actividad biolégica. | medicinales extractos. '
+ Ensayo citotoxicidad Boldo y matico
+ Ensayo cometa : ;:)gllreatcién
+ Ensayo DPPH y ORAC | Plantas
! ) i / + UAE
+ Cicatrizaciéon medicinales + NADES

~

R -7 o
4. Identificacion ' 2.Analisis y
) Cuantificaciéon de

de las fracciones
sustraidas. extractos.

+ HPLC-DAD-IT HPLC-DAD

+ HPLC-Q-TOF Polifenoles
totales(TPC)

+ CPC
+ CPC-Refinamiento
+ en la zona de pH

Figura 5: Estrategia analitica propuesta.
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3.1. Obtencioén de los extractos ricos en compuestos bio-activos desde

las plantas medicinales (boldo y matico)

Debido a que soxhlet es el método convencional mas utilizado, es que se
empleara para extraer compuestos bio-activos y usarlo para ocuparlo con el
CPC. Por otro lado a través de la utilizacion de stirring + heating vy
ultrasonidos se usaran como solventes verdes (NADES), ya que son
economicamnete mas baratos y son amigables con el medio ambiente, el
objetivo de esto es comparar los rendimientos de estos con los solventes
organicos convencionales. Las metodologias empleadas y los resultados

obtenidos se explicitan en el Capitulo 2.

3.2. Andlisis y caracterizacion del perfil cromatografico

Se utilizara HPLC-DAD para obtener el perfil cromatografico de los extractos
totales obtenidos por extraccion soxhlet para boldo y matico. También se
llevara a cabo la cuantifiacion de los compuestos mayoritarios presentes en el
matico y boldo, asi como el contenido de polifenoles totales, esto se realizara

también para la extraccion con los NADES.
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3.3. Sustraccién quimica de los compuestos bioactivos utilizando CPC

Para sustraer el o los compuestos bioactivos presentes en boldo y matico, se
empleara cromatografia de particion centrifuga (CPC) permitiendo aislar él o

los compuestos bioactivos presentes en las plantas.

3.4. Identificacidn de las fraccion sustraidas (extractos disenados)

Las fracciones sustraidas (extractos disefios) mediante CPC, seran
identificadas mediante el uso de HPLC-DAD-IT-MS/MS y HPLC-DAD-QTOF,
cuyas metodologias seran re-implementadas para los (poli)fenoles y

alcaloides bioactivos.
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3.5. Ensayos de actividad biologica

Para el boldo se evaluaran los extractos disefiados en cuanto a su
citotoxicidad mediante el ensayo rezazurina en linea de células cancerosas
humanas adenocarcinoma gastrointestinal (AGS), ya que esas células son las
que se emplean para realizar ese tipo de ensayo con el boldo, también se
realizaran ensayos de inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChEs), por otro
lado ademas se evaluara el dafo producido al ADN mediante el ensayo
cometa y se medira la capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC y
DPPH. Para el matico se evaluaran los extractos disefados en cuanto su
citotoxicidad, mediante la técnica de sulforodamina B (este método se elige
porque no depende del metabolismo celular) se evaluara la migracion celular
asociado a células HaCaT y HDF, el uso de estas células es debido s su alta
capacidad para diferenciar y proliferar in vitro, y se utilizan para evaluar el
efecto de los extractos sobre la epidermis y la dermis, finalmente se medira la

capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC.
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Abstract

Extraction of phenolic compounds with wound-healing properties from
Buddleja globosa (Scrophulariaceae) was performed with Natural Deep
Eutectic Solvents (NADES). The extraction yield of polyphenols was tested for
eight NADESs and compared with methanol. Chemical profiling was done by
high-performance liquid chromatography coupled to electrospray ionization
(HPLC-DAD-ESI-IT/MS) and quadrupole time-of-flight high-resolution mass
spectrometry (HPLC-ESI-QTOF/MS). For the first time, in this study we
achieve the identification of 17 main phenolic compounds in B. globosa leaf
extracts. Two compounds were tentatively identified as caffeoyl glucoside
isomers. Also, caffeoylshikimic acid was identified. Several verbascoside
derivatives were present in the extract such as B-hidroxyverbascoside and (3-
hidroxyisoverbascoside (compounds 5 and 6). Among flavonoids compounds,
the presence of 6-hydroxyluteolin-7-O-glucoside, quercetin-3-O-glucoside,
luteolin 7-O-glucoside, apigenin 7-O-glucoside was confirmed. Campneoside
|, forsythoside B, lipedoside A and forsythoside A were identified along with
verbascoside, isoverbascoside, eukovoside and martynoside. The contents of
verbascoside and luteolin 7-O-glucoside after extraction with 80% methanol

were 26.171 + 0.554 mg/g and 3.209 + 0.0905 mg/g respectively.

Verbascoside and forsythoside B were isolated in one-step from B. globosa

extracts using optimized centrifugal partition chromatography (CPC)
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methodology. On the other hand, among the NADESSs tested in this study,
proline- citric acid (1:1) and choline chloride-1,2- propanediol (1:2) were the
most promising solvents. With these NADES, extraction vyields for
verbascoside and luteolin 7-O-glucoside were 51.045 + and 4,387 mg/g,
respectively. Taken together, the results of this study confirm that NADESs
have higher extraction efficiency of phenolic compounds presents in medicinal

plants and could be used as ecofriendly alternative to classic organic solvents.

Keywords: Natural deep eutectic solvents; Buddleja globosa;

phenylpropanoids; Centrifugal Partition Chromatography, verbascoside.
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1. Introduction

Buddleja globosa Hope (Scrophulariaceae) is a native species cultivated in
Chile, Peru and Argentina. In Chile B. globosa grows from Santiago to
Patagonia [1]. It is known as ‘matico’, ‘palguin’ and ‘pafiil’ and is widely used
as a medicinal plant. Its large, perennial leaves contain phenylpropanoids,
iridoids, terpenes and flavonoids [2, 3, 4]. Matico is a plant often used in
Mapuche culture and is applied for the treatment of different wounds (internal
and external), as well as intestinal and liver problems [5]. In the previous work
of Backhouse et al, matico leaves were extracted with solvents of increasing
polarity to obtain different fractions. These fractions were used in conjunction
with a methanolic crude extract to evaluate the in vivo antinociceptive effect
[6]. In addition, verbascoside, luteolin 7-O-glucoside and apigenin 7-O-
glucoside were isolated and identified. Importantly, all extracts showed an
analgesic concentration-dependent effect. Verbascoside was more active than
ibuprofen in the writhing test after oral administration, while luteolin 7-O-
glucoside was more active in the tail-flick test when was used topically [6]. On
the other hand, the in vitro antioxidant effect of matico on DPPH assay and rat
liver microsomes has been investigated, finding a direct relationship between
antioxidant activity and the content of polyphenols determined by Folin
Ciocalteau method [7]. Since oxidative stress is a hallmark of inflammatory

processes, the anti-inflammatory activity displayed by matico extracts may be
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explained, at least in part, in terms of their antioxidant activity. For instance, in
other study of Backhouse and coworkers a B. globosa extract shown DPPH
and superoxide anion radical scavenging properties along with analgesic and
anti-inflammatory activities linked with inhibition of xanthine oxidase [8]. In the
same work, authors isolate betasitosterol, stigmasterol, stigmastenol,
stigmastanol, campesterol and beta-sitosterol-glycoside, compounds that
shown anti-inflammatory properties in the 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate induced ear edema assay. Also, have been reported that these
extracts promote in vitro fibroblast proliferation, which together with the
antioxidant activity may explain the wound healing properties claimed for this
plant [9]. Verbascoside also known as acteoside has been pointed out as the
compound responsible for most of its bioactive properties. Despite of these
bioactivities are attributed to verbascoside, there are a paucity of chemical
studies regarding the identification of other compounds present in this plant.
Furthermore, in-depth phytochemical reports using highend technologies are
scarce for this plant. Phenolic compounds identification in plant matrix can be
a complex task because there is a wide variety of structures. Besides, many
polyphenol standards are not commercially available. Until now, the isolation
of bioactive compounds from B. globosa has been performed by conventional
extraction techniques [6, 10, 11] using organics solvents such as alcohols,
chloroform and ethyl acetate. However, some of these organic solvents are

often toxic, flammable, explosive, and poorly biodegraded. In the last decade,
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several eco-friendly alternatives to the use of organic solvents have appeared.
Among them, new types of solvents known as Deep Eutectic Solvents (DES)
have been developed. DES are a mixture between a halide salt or other
hydrogen bond acceptor (HBA) and a hydrogen bond donor (HBD). Dai and
coworkers reported the preparation of several DES of natural origin termed
Deep Natural Eutectic Solvents (NADES) [12]. NADES solvents are obtained
exclusively from natural components (e.g. sugars, organic acids, amino acids)
which are commonly present in the cells of living organisms, unlike ordinary
DES [12,13]. The components of NADES are characterized by the presence of
several functional groups such as hydroxyls, carboxyl, or amino groups. Those
groups can form intermolecular hydrogen bond, leading to highly structured
viscous liquids, which accounts for their specific physical properties and
different solubilizing behavior compared to conventional solvents. Those
liquids can also form hydrogen bonds with solutes, thereby greatly increasing
the solubility of compounds in NADES, e.g. phenolic compounds. They also
show very good physicochemical properties: liquid state below 0°C, adjustable
viscosity, a broad range of polarities, and ability to dissolve a wide range of
compounds [14, 15, and 16]. This high solubilization strength have been
reported for rutin, been in some cases as much as 12,000 times higher than
water [13]. All these properties indicate their great potential as green
extraction solvents for natural products [12]. In the present work, for the first

time we explore eight NADES as extraction solvents to obtain bioactive
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components of B. globosa. On the other hand, the separation techniques that
have been used to determine phenolic compounds in this plant were gas
chromatography (GC) and mainly high-performance liquid chromatography
(HPLC), all coupled to different detection systems [8,17]. However, there is not
studies considering liquid chromatography coupled to mass spectrometry. So,
due to its inherent characteristics of accurate mass measurements and
multiple stages analysis, the integrated strategy of liquid chromatography (LC)
coupled with time-of-flight mass spectrometry (TOF-MS) and ion trap mass
spectrometry (IT-MS) is well-suited to be performed as qualitative analysis tool
in this field [18]. Solid support-based chromatography is the most used to
purify phenolic compounds, however, irreversible adsorption and stationary
phase limitations decreases the efficiency of the isolation process [19].
Centrifugal partition chromatography (CPC) is a support-free technology that
has been successfully used to isolate phenylethanoid glycosides compounds
[20]. Due to these advantages CPC could be used to isolate large number of
bioactive compounds to perform pharmacological assays. Considering the
above mentioned in the text, the aims of the present work were to carry out a
qualitative and quantitative characterization of phenolic compounds contained
in matico leaves using HPLC-DAD-IT/MS and HPLC-DAD-Q-TOF/MS, to
develop a one-step separation of main B. globosa bioactive compounds
verbascoside and forsythoside B using centrifugal CPC partition

chromatography (CPC) and to evaluate the feasibility of eight different
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NADESSs for the extraction of bioactive compounds from B. globosa compared

with metanol (MeOH).

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Leaves of B. globosa were collected in fall 2017 from Chiguayante, Biobio
Region, Chile. Voucher specimens, CONC N° 187540 identified by Dr.
Roberto Rodriguez, were deposited in the Herbarium of the Botany
Department, University of Concepcién, Chile. Firstly, leaves were air-dried at
room temperature in the dark for 14 days, and then ground to a fine powder
using a domestic blender (Bosch MMB 112R, Stuttgart, Germany). This
material was used for all further procedures. For LC-MS analyses, extraction
of phenolic compounds was carried out using a soxhlet system. In brief, 25 g
of the pulverized material was weighed, and 100% methanol was used as
solvent. The process was carried out until the exhaustion of the plant material
was produced (16 h). Then, methanol was removed under vacuum (< 40 °C)

to dryness. Extract was dispersed in 1 mL of 20% methanol and filtered (MFS-

25, 0.22 ym TF, WHATMAN, U.S.A.), before being injected into the HPLC

systems.
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2.2. Chemicals and reagents

Choline chloride, L-(+)-lactic acid, glycerol, 1, 2-propanediol were purchased
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Citric acid and L-proline were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Verbascoside, luteolin 7-O-
glucoside and apigenin 7-O-glucoside commercial standards of HPLC grade
(> 99%) (Extrasynthese, Genay, France) were used as references for
identification. Methanol, ethanol, ethyl acetate, n-butanol, methyl tert-butyl
ether and acetonitrile were of HPLC quality. Formic acid was of analytical

grade (> 99%).

2.3. Preparation of NADES

The synthesis of all NADES used in the present work was based on previous
research [12, 21]. In brief, lactic acid, choline chloride and L-proline (hydrogen
bond donor — HBD) were mixed with sodium acetate, ammonium acetate,
glycerol, 1, 2-propanediol (hydrogen bond acceptors — HBA) at proper molar
ratios and the mixtures were heated under stirring, until a homogeneous liquid
was reached. NADES were kept in the dark inside capped flasks at ambient
temperature. The codes of the NADES used in this study, along with details

regarding their synthesis are shown in Table 1.

74



Table 1. Composition of the natural deep eutectic solvents (NADES) used in

the present study

Code NADES composition Molar Conditions
ratio
NADES1 Lactic acid: choline chloride 3:1 15 min; 50°C; 700 rpm
NADES2 Lactic acid: sodium acetate 3:1 15 min; 50°C; 700 rpm
NADES3 Lactic acid: ammonium 3:1 15 min; 50°C; 700 rpm
acetate
NADES4 Lactic acid: glycerol: water 3:1:3 40 min; 50°C; 900 rpm
NADES5 Choline chloride: 1,2- 1:3 20 min; 60°C;1000 rpm
propanediol
NADES6 Choline chloride: glycerol 1:2 60 min; 80°C;1000 rpm
NADES7 Choline chloride: lactic acid 1:1 60 min; 60°C; 1000 rpm
NADES8 L-Proline: Citric acid 1:1 120 min;80°C;1000 rpm

2.4. Extraction of phenolic compounds of B. globosa leaves with

different NADES

All NADES were used as 80% (v/v) aqueous solutions, incorporating water
20% to reduce the viscosity. Extractions were carried out according to a
previously described methodology [21]. Plant material (0.1 g) was placed in a
50 mL conical tube and 10 mL of NADES was added. As control, we use

methanol under the same extraction conditions used for the NADES. The
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mixtures were shaken vigorously manually for a few seconds to form a slurry
and then extracted through heating and stirring (Buchi Syncore Polyvap R24,
Switzerland). Extraction conditions were: 340 rpm, 60°C for 50 min. Then,
samples were centrifuged at 8000 rpm for 10 min (Eppendorf 5804 R, USA).
The supernatants were diluted four times with mobile and filtered through a

0.22 um cellulose acetate membrane filter prior to HPLC analysis.

2.5. Instruments and chromatographic conditions

2.5.1. Qualitative and Quantitative HPLC-DAD-IT-MS/MS analysis

The samples were analyzed by HPLC-DAD-ESI-MSn in an Agilent 1100
Series system (Agilent,Waldbronn, Germany) equipped with a DAD (G1315B)
and LC/MSD Trap VL (G2445C VL) ESI-MSn system, and it was coupled to
an Agilent Chem Station (version B.01.03) data-processing station [22]. The
mass spectral data were processed with the Agilent LC/MS Trap software 5.3
(version 3.3). A Zorbax Eclipse XDB-C18 Narrow-Bore column (2.1 mm x 150
mm; 3.5 ym) thermostated at 40 °C was employed and the chromatographic
conditions were as follows: solvent A (water/formic acid/acetonitrile, 87:10:3,
v/viv), solvent B (acetonitrile/water/formic acid, 50:40:10, v/v/v), and solvent C
(methanol/water/formic acid, 90:1.5:8.5, v/v/v). The flow rate was 0.190
mL/min. The linear solvent gradient was as follows: zero min, 96% A and 4%

B; 8 min, 96% A and 4% B; 37 min, 70% A, 17% B, and 13% C; 51 min, 30%
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A, 40% B, and 30% C; 56 min, 10% A, 50% B, and 40% C; 62 min, 30% B and
70% C; 68 min, 30% B and 70% C; 70 min, 100% C; 75 min 100% C and post
time of 8 min 96% A and 4% de B and the injection volume was 20 uyL. The
mass spectrometer was run in the negative ion mode with following
parameters: the capillary voltage was set at 3500 V, drying gas flow N2, 8
mL/min; drying temperature, 350°C; nebulizer, 40 psi; and scan range, 100—
1000 m/z. A calibration curve with a range of 0.5 —250 mg/L was prepared by
triplicate for verbascoside (y=152.41x - 71.644) and 0.3 — 22 mg/L for luteolin

7-O-glucoside (y= 264.73x - 51.693).

2.5.2. Q-ToF high-resolution mass spectrometry measurements

The analytical system used consisted of a 1260 Infinity high performance
liquid chromatography system coupled to a diode array detector (DAD) and a
6545 quadrupole-time of flight (Q-TOF) mass spectrometer detector (Agilent,
Waldbronn, Germany). The control software was Mass Hunter Workstation
(version B.06.11). The Q-TOF used a Dual Jet Stream Electrospray lonization
(Dual AJSESI) source operated in the negative ionization mode and the
following parameters were set: capillary voltage, 3500 V; fragmentor, 200; gas
temperature, 350°C; drying gas, 8 L/min; nebulizer, 40 psig; sheath gas
temperature, 400°C; sheath gas flow, 12 L/min; acquisition range, 100—-1000

m/z; and CID, linear range of 30—45. Samples were analyzed after injection
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(10 yL) on a Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD column (2.1mm x
50 mm, 1.8 ym) protected with a 5 mm guard column of the same material
thermostated at 40°C. The solvent system was water with 0.1% formic acid
(solvent A) and acetonitrile-methanol (70:30, v/v) with 0.1% formic acid
(solvent B). The elution gradient was (time, % of solvent A): 0 min, 95%; 1
min, 95%; 30 min, 65%; 35 min, 30%; 40 min, 20%; 45 min, 95%; and a post
time of 8 min. Compounds were identified using the algorithm “Find by
Formula” that evaluated the mass accuracy together with the isotopic relative

abundance and isotopic separation.

2.6. Centrifugal Partition Chromatography (CPC):

2.6.1. General procedure

The centrifugal partition chromatography (CPC) device was a Spot-CPC-250-
B Bio Extractor (SCPE) (Armen, France). Total cell volume was 250 mL.
Descending and ascending modes were selected by a four-way switching
valve. SCPE was connected to a SPOTPREP Il system (Armen, France),
equipped with an UV detector and fraction collector (32 mL per tube) and an
injection valve with 10 mL sampling loop. In this work, separations were
performed using a two-phase solvent system selected from the list presented
in Table 2 [20, 23-27]. The CPC rotor was first filled with 1.5 column volumes

using the lower phase at 30 mL/min and 500 rpm rotation. Afterwards, upper
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phase was pumped into the system in ascending mode at a flow rates from 5-
40 mL/min increasing the rotation speed up to 2000-2400 rpm. Crude B.
globosa extract (300 mg) was dissolved in 10 mL of 1:1 mixture of upper and
lower phase and loaded through 10 mL sample loop. Fractions (25 mL, 26
tubes) were collected, and monitored with a scan of 200-600 nm and
wavelengths 280 and 320 nm. Extrusion was performed after 50 min run time
with 100% stationary phase increasing the flow rate at 30 mL for 10 min.
Pareto chart was used to evaluate the effect of rotation speed and flow rate
upon stationary phase retention. The final operation conditions were chosen
considering the retention of stationary phase, backpressure in the CPC

column and time elapsed to obtain the target compounds.

2.6.2. Ko calculations

The partition coefficient (KD) was determined according to Ito et al., [19] with
slight modifications. In brief, five mg of B. globosa extracts were weighed and
dissolved in 3 mL of thoroughly preequilibrated upper organic and lower
aqueous phases. Nine different solvent system were assayed (Table 2). The
mixture was vigorously shaken in a 10 mL conical vials. Once settled, upper
and lower phases were separated and taken to dryness. The residues were
reconstituted in 1 mL of mobile phase and analyzed by HPLC following the

method described above, injecting 5 pL. Based on the ratio of HPLC peak
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area of each phenolic in lower and upper phases the Kp values were

calculated as follows [7]:

Ko = HPLC peak area of phenolic in upper phase
HPLC peak area of phenolic in lower phase

Also, the partition coefficients were calculated from the CPC chromatogram
using pulse injection of B. globosa extract at optimal flow rate (F) according to

the following Equation:

Kp = FEtr,i—=(1-Sk)Vc
Sk Ve

Where F is the optimized flow rate used in the present study, tR,i is the
retention time of B. globosa target compound, SF is the stationary phase

retention and VC is the column volume [28].
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Table 2. Partition coefficients (Kp) of compounds 12 and 13 in two-phase

solvent systems

Kp? Ref
# Solvent system Ratio v/v 12 13
1 Ethyl acetate-n-butanol-ethanol- 0.25:0.75: 0.1: 1 0.51 3.02 [23]
water
2 Ethyl acetate-n-butanol-ethanol- 0.5:0.5:0.1: 1 0.19 4.96 [24]
water
3 Ethyl acetate-n-butanol-ethanol- 4:0.6:0.6: 5 0.08 1.93 [24]
water
4 Ethyl acetate- n-butanol-water 10: 6: 15 1.33 0.33 [20]
5 Ethyl acetate- n-butanol-water 2:1:3 1.94 0.24 [25]
6 Ethyl acetate- n-butanol-water 13:3:9 0.01 0.35 [26]
7 Ethyl acetate-water 1:1 0.00 0.02 [26]
8 Chloroform- n-butanol-methanol- 3:2:4:5 37.42 3.51 [27]
water
9 Chloroform- n-butanol-methanol- 4:3:4:5 41.86 3.50 [27]
water

aKp obtained from HPLC analysis described in section 2.5.1.

2.7. Statistical analysis

Statistical comparison was performed using GraphPad Prism 5. (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) Data were analyzed by a one-way analysis of

variance (ANOVA) and the difference (p< 0.05) is considered significant.
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3. Results and discussion

3.1 Qualitative analysis in Buddleja globosa methanol extract

Figure 1A and B illustrate the HPLC-DAD-MS chromatograms of methanol
extract (soxhlet procedure) of B. globosa phenolic compounds. Peaks are
identified with numbers (1-25) according to the elution order. As summarized
in Tables 3 and 4, chromatographic analysis enables the identification of 17
compounds, while 8 are unknown. Assignments were based on UV-visible
bands and MS data, including experimental and calculated m/z for provided
assumed formulas, errors and the main fragments obtained by MS-MS and
identified compounds for each peak. All the compounds were identified by the
QTOF-MS and the MS-MS spectra acquired with the IT-MS and their
absorption spectra in UV-visible region, as well as considering the data
provided by the literature. Figure 2 shows the chemical structures of the
identified compounds. Overall, caffeoyl derivatives, phenylpropanoid
glycosides and flavonoids were the most dominant compounds present in B.

globosa.
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Figure 1. (A) HPLC shows UV Chromatogram obtained at 320 nm in the
extract Buddleja globosa. (B)Total ion chromatogram (TIC) 100-1000 m/z of

the methanolic extract of Buddleja globosa.
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Figure 2. Chemical structures of the identified compounds in the methanol

extract of leaves Buddleja globosa.
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Table 3. Identification of targeted phenolic compounds by LC-IT-MS-MS for phenolic compounds from B.

globosa.

Peak t'? [M-HT MS-MS fragments A Max (nm) Proposed compound
(min) m/z
1 5.61 341.3 280.7, 250.7, 220.7, 228, 294 sh, 327 Caffeoyl glucoside
178.7,134.7 (isomer 1)
2 7.19 341.0 280.7, 250.7, 296 sh, 326 Caffeoyl glucoside
220.6,178.6, 134.6 (isomer 2)
3 15.14 335.6 178.6, 134.8 296 sh, 326 Caffeoylshikimic acid
4 24.72 537.3 518.9, 342.2, 294.7, 294 sh, 321 Unknown 1
234.7,178.7
5 25.49 639.2 621.0, 529.0, 459.0 296 sh, 327 B -hydroxy-verbascoside
6 25.89 639.3 621.0, 528.9, 459.1 296 sh, 329 B -hydroxy-
isoverbascoside
7 28.32 463.2 300.6 258 sh, 281, 344 6-Hydroxyluteolin
7-O-glucoside
8 32.49 463.4 285.3 261 sh, 281 sh, Unknown 2
347
9 33.30 463.5 300.6 256, 260 sh, 283 Quercetin-3-O-glucoside
sh, 351
10 34.26 447.2 284.6 255 sh, 265, 282 Luteolin 7-O-glucosido
sh, 346
11 35.02 653.2 620.9, 459.0 296 sh, 332 Campneoside |




12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

36.76

37.23

39.47

40.37

40.61

41.85

43.45

46.70

51.04

53.73

54.08

54.38

57.03

57.67

755.2

623.3

653.3

623.2

431.2

607.5

623.4

637.3

651.3

763.4

785.2

785.4

755.5

755.4

593.1

460.9

623.8, 490.8, 376.8,
308.7, 252.7

460.8

268.7

460.9

460.9

490.8, 460.8, 314.8

504.9, 474.9, 456.8,
372.8, 329.0, 250.6,

667.8, 548.6, 488.9,
301.7

738.9, 678.9, 576.8,
546.9, 462.7

738.9, 678.9, 576.9,
547.0, 505.0, 462.9,

709.0, 649.0, 546.9,
517.0, 433.0

709.0, 649.0, 546.9,
517.0,432.9

232, 294 sh, 331

296 sh, 330

296 sh, 329

290 sh, 327

266, 333

296 sh, 326

290 sh, 326

290 sh, 327

286 sh, 329

312

296 sh, 322

296 sh, 324

298, 312

298 sh, 314

Forsythoside B

Verbascoside

Unknown 3

Isoverbascoside

Apigenin-7-O-glucoside

Lipedoside A

Forsythoside A

Eukovoside

Martynoside

Unknown 4

Unknown 5

Unknown 6

Unknown 7

Unknown 8




Table 4. Identification of targeted phenolic compounds by LC-ESI-QTOF/MS-MS for phenolic compounds from

B. globosa.
Experimental Mass ~
Peak Formula (observed) (monoisotopic Error [M-H] MS-MS fragments Proposed
ppm m/z compound
mass mass) calculated
1 C15H1809 342.09569 342.09508 1.78 341.08548 281.06520, 221.04528, Caffeoyl glucoside
179.03544, 135.04563 (isomer 1)
2 C15H1809 342.09544 342.09508 1.06 341.08499 281.06582, 179.03449, Caffeoyl glucoside
135.04463 (isomer 2)
3 C16H160s 336.2129 336. 2087 1.2 335.17819 179.03503, 135.04486 Caffeoyl shikimic
acid
4 C2s5H30013 538.1693 538.16864 1.22 537.1617 537.16155, 459.14979, Unknown 1
399.12976, 309.06201
5 C29H36016 640.20136 640.20034 1.6 639.19359 621.18255, 529.15682, B -hydroxy-
459.15179, 251.05644, verbascoside
6 C29H36016 640.20113 640.20034 1.25 639.19374 621.18123, 529.15366, B -hydroxy-
459.15003, 325.09311, isoverbascoside
251.05530
7 C21H20012 464.09707 464.09548 3.43 463.08839 301.03568 6-Hydroxyluteolin
7-O-glucoside
8 C21H20012 464.09547 464.09548 0.02 463.07781 282.06828 Unknown 2
9 C21H20012 464.09569 464.09548 0.21 463.0885 300.02774 Quercetin-3-O-
glucoside
10 C21H20011 448.10213 448.10056 3.5 447.0949 285.04091 Luteolin 7-O-
glucoside
11 C3oH38016 654.21747 654.21599 2.26 653.20999 621.07113, 459.12421 Campneoside |




12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

C34H42019

Ca29H36015

C30H38016

Ca29H36015

C21H20010

Ca28H32015

Ca29H36015

C30H38015

C31H40015

C35H40019

C35H46020

C35H46020

C34H44019

C34H44019

756.2506

624.20799

654.21716

624.20749

432.10609

608.17317

624.20729

638.22184

652.23711

764.25426

786.25933

786.25931

756.25029

756.25026

756.24768

624.20542

654.21599

624.20542

432.10565

608.17412

624.20542

638.22107

652.23672

764.25314

786.25824

786.25824

756.24768

756.24768

3.86

4.12

1.79

3.31

1.03

1.57

22

1.21

0.59

1.36

1.38

1.35

3.46

3.42

755.24353

623.20069

653.20931

623.20047

431.09884

607.16510

623.19644

637.21464

651.23043

763.18271

785.25227

785.25239

755.2433

755.24323

593.21042
461.16809, 315.10869,
161.02544

377.12629, 249.07689,
163.04006

461.16773, 315.10891,
161.02550

268.03810

461.07231

461.16656

461.16669, 315.10963,
175.04031

505.08127, 475.06172,
456.15642

668.02938, 549.15312,
489.07663, 301.81022

623.18693, 547.17931,
463.16063, 378.91956,
291.08289, 207.06629,

547.18298, 463.16087,
341.09857, 207.06621,
163.03947

709.23749, 465.02019,
405.01723, 341.00981,
285.04084

709.23553, 593.13026,
541.03515, 497.02419,

Forsythoside B

Verbascoside
Unknown 3
Isoverbascoside
Apigenin-7-O-

glucoside

Lipedoside A

Forsythoside A

Eukovoside

Martynoside

Unknown 4

Unknown 5

Unknown 6

Unknown 7

Unknown 8




Compound 1 (tr = 5.61 min) and compound 2 (tr = 7.19 min) showed similar
molecular ions [M-H]" at m/z 341.3 and 341.0, respectively. The MS-MS
spectrum of both compounds yielded fragment ions at m/z 281, 251, 221, 179
and 135 (Figure 3a). The fragment ion at m/z 179 [M-H-162] correspond to
caffeic acid which suffer a neutral loss of glucose moiety (162 Da). For
compounds 1 and 2 in negative ionization mode, the molecular formulas of
ions at m/z 342.09569 and 342.09544 were predicted as C1sH1809. These
data are consistent with the identity assignation previously reported [29],
where these compounds were tentatively identified as isomers of caffeoyl
glucoside. To the best of our knowledge this is the first report of these
compounds in B. globosa. Compound 3 (tr = 15.14 min) was tentatively
identified as caffeoylshikimic acid (C16H160s, m/z 336.2129). This compound
has characteristic UV max at 296 and 326 nm and give rise to a molecular ion
[M-H] at m/z 335.6 with ion fragments MS-MS at m/z 178.6 and 134.8 (Figure
3b). Fragment ion at m/z 178.6 [M-H -C7H100s + 18] suggest the loss of
dehydrated shikimic acid, while fragment ion at m/z 134.8 indicate an
additional loss of -CO. (44 Da). However, esterification site (5-, 4- or 3-
derivatives) in this compound could not be determined in the present study
[30]. This compound is reported in B. globosa leaves for the first time herein.

Compounds 5 (tr = 25.49 min) and 6 (tr =25.89 min) produced molecular
ions [M-H]" at m/z 639. 2 and ion fragments at m/z 621, 529 and 459.

Fragment at m/z 621 [M-H20]" in MS-MS experiment belong to the loss of
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water (H20), fragment ion at m/z 529 correspond to the loss of catechol unit
and fragment ion at m/z 459 corresponded to the loss of the caffeic acid
moiety (Figure 3c). For compounds 5 and 6 in negative ionization mode, the
molecular formulas of ions at m/z 640.20136 and 640.20113 were predicted
as Co9H36016. These compounds were tentatively identified by comparison of
its MS-MS fragmentation pattern to literature data [31], being coherent with 3-
hydroxyverbascoside diastereocisomers. It is important to mention that both
compounds have not been reported in previous studies regarding B. globosa.
Compounds 7 (tr =28.32 min) and 9 (tr =33.30 min), showed identical
molecular ions at m/z 463. MS-MS from precursor ion m/z 463 yield an
abundant ion fragment at m/z 301 in MS-MS [M-H-162], suggesting the loss
of a hexose unit. For compound 7 in negative ionization mode, the molecular
formula of ions at m/z 464.09707 was predicted as C21H20012. Retention time
and UV spectra indicates that compound 7 is 6-hydroxyluteolin-7-O-glucoside,
a compound reported previously by Hougthon & Menash [32]. For compound
9 in negative ionization mode, the molecular formula of ions at m/z 464.09569
was predicted as C21H20012. The UV spectrum, retention time and literature
data [33] obtained for compound 9, tentatively suggest that this flavonoid
could be quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin).

Compound 10 (tr =34.26 min) produce a molecular ion [M-H]" at m/z 447.2
yielding in MS-MS experiment an ion fragment [M-H-162] at m/z 284.6

suggesting a neutral loss of glucose. This compound was identified as luteolin
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7-O-glucoside by comparison of their retention time, UV and MSn spectra with
those of reference standard. For compound 10 in negative ionization mode,
the molecular formula of ions at m/z 448.10213 was predicted as
C21H20011.This flavonoid was also been reported in B. globosa leaves [8, 11,
34].

Compound 11 (tR = 35.02 min), produce a molecular ion [M-H]" at m/z 653
yielding in MS-MS experiment an ion fragment at m/z 621 [M-H-methoxy]” and
other at m/z 459 [M-H-methoxycaffeoyl]'corresponding to the loss of the
caffeoyl moiety from the main ion fragment at m/z 621 [31]. In negative
ionization mode the molecular formula of ions at m/z 654.21747 was predicted
as CazoH38016. This compound was tentatively identified as Campneoside |,
which is reported for the first time in B. globosa.

Compound 12 (tr=36.76 min) exhibited a pseudo-molecular ion [M-H] at m/z
755, showed an intense signal from ion fragment at m/z 593 due to a loss of a
caffeoyl moiety (Figure 3f). In negative ionization mode the molecular formula
of ions at m/z 756.2506 was predicted as CzsH44019. This compound was
identified as forsythoside B according with literature data [35, 36].

Compound 13 (tr =37.23 min) and Compound 15 (tr =40.37 min) exhibited a
pseudo-molecular ions [M-H]™ at m/z 623. The ion fragments at m/z 461
[M-H—caffeoyl]” corresponded to the loss of the caffeoyl moiety. In negative
ionization mode the molecular formulas of ions at m/z 624.20799 and

624.20749 were predicted as C29H36O15. Based on comparison of their
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retention times, UV spectra and MS-MS fragmentation pattern compounds 13
and 15 were identified as verbascoside and its structural isomer,
isoverbascoside. Verbascoside represent the dominant peak present in the
extract of B. globosa already reported [8, 10, and 37].

Compound 16 (tr =40.61 min) exhibited a pseudo-molecular ions [M-H]™ at
m/z 431.2. The ion fragments at m/z 268.7 [M-H-162]" corresponded to the
neutral loss of glucose. Based on its MS-MS fragmentation pattern, compound
16 was identified as apigenin 7-O-glucoside. In negative ionization mode the
molecular formula of ions at m/z 432.10609 was predicted as C21H20010. This
assignation was confirmed by comparison of its retention time, UV and MSn
spectra with those of reference standard. Goity and coworkers previously
reported this compound [11].

Compound 17 (tr =41.85 min) shown a pseudomolecular ion at m/z 607.5 [M-
H]” and ion fragment in MS-MS experiment at m/z 460.9 [M-H-coumaroyl]
corresponding to a loss of a coumaroyl (-146 Da) moiety. In negative
ionization mode the molecular formula of ions at m/z 608.17317 was predicted
as Ca2gH32015.This compound was tentatively identified as lipedoside A [34]. To
the best of our knowledge this is the first report of this compound in B.
globosa.

Compound 18 (tr =43.45 min) exhibited a pseudo-molecular ions [M-H]™ at
m/z 623.4. The ion fragments at m/z 460.9 [M—-H-—caffeoyl]” corresponded to

the loss of the caffeoyl moiety. According to this MS-MS profile, compounds
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18 is other verbascoside isomer (Table 3 and 4). In negative ionization mode
the molecular formula of ions at m/z 624.20729 was predicted as C29H3601s.
This compound was identified tentatively as forsythoside A since showed UV
bands and MS" profile in line with data provided in literature [23, 30, 31].
Compound 19 (tr =46.70 min) exhibit a pseudo-molecular ions [M—H]~ at m/z
637.3. This molecular ion shows a deprotonated molecular ion 14 Da higher
than verbascoside, corresponding to the presence of a methyl group in the
molecule. In MS-MS experiment, an ion fragment due to loss of rhamnose
moiety [M-H-rhamnose]™ is observed at m/z 491. Another ion fragment at m/z
461 is due to loss of feruloyl group [M-H-ferulic acid]”. In negative ionization
mode the molecular formula of ions at m/z 638.22184 was predicted as
C30H38015. Therefore, compound 19 was tentatively identified as the
verbascoside derivative eukovoside [18, 31].

Compound 20 (tr =51.04 min) exhibit a pseudo-molecular ion at m/z 651. The
ion fragments at m/z 505 [M-H-rhamnosyl]~ represent the neutral loss of
rhamnose, while ion fragments at m/z 475 and 457 represented the neutral
loss of feruloyl unit and water, respectively. In negative ionization mode the
molecular formula of ions at m/z 652.23711 was predicted as Cz1H0O1s.
These data suggest that compound 20 is martynoside [31]. This is the first
report for this compound in B. globosa.

Compound 21 (tr =53.73 min) exhibit a pseudo-molecular ion at m/z 763 and

MS-MS fragments at m/z 667.8 and 548.6 corresponding to simultaneous loss
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of 96 and 120 Da due to partial cross-ring cleavage observed in C-glycosides.
Additionally, the ion fragment at m/z 488.9 is originated by the loss of 60 Da is
observed in the cross-ring cleavage of C-pentosides [38, 39]. The loss of 187

Da that generate an ion fragment at m/z 301.7 could not be rationalized.
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Figure 3. Most representative MS-MS spectra of B. globosa compounds no
reported previously. The spectra correspond to: (a) caffeoylglucoside, (b)
caffeoylshikimic acid, (c) B -hydroxy-verbascoside or B -hydroxy-
isoverbascoside, (d) quercetin-3-O-glucoside, (e) campneoside |, (f)

forsythoside B, (g) lipedoside A, (h) forsythoside A, (i) eukovoside and (j)

martynoside.
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3.2. Comparison of the extractability of phenolic compounds with

NADES.

Comparing with traditional organic solvents, the main drawback of NADES is
their high viscosity, which causes slow mass transfer and results in a
decrease in their extraction ability. In order to solve this problem, it was
necessary adding water (20%) to improve polyphenol diffusion [40]. Also, a
previous study showed that increasing NADESs temperature leads to a
decrease in their viscosity [12]. For such reason, in the present work a
temperature of 60°C was selected. Another way to increase mass transfer and
to speed up the diffusion rate of compounds in NADES is to apply external
forces such as stirring. Stirring is the simplest way to speed up the diffusion
rate of the compounds in the liquid. To compare the extraction efficiencies of
the NADESs with those obtained from traditional organic solvents, extractions
with a mixture of MeOH: water (80:20, v/v) were performed in parallel under
the same operational extraction conditions. After extraction, analysis of the
phenolic profile was performed via HPLC-DAD-ESI-IT-MS

(Figure 4). However, quantitative analysis of verbascoside and luteolin 7-O-
glucoside only was possible for NADESs 4, 5, 6, 7 and 8 as observed in
Figure 5, whereas in NADES 1, 2 and 3 this analysis was not possible due to
the poor separation of forsythoside B and verbascoside. The result obtained

for luteolin 7-O-glucoside (Figure 5A) using NADESs 4, 5, 6, 7 and 8 shown
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that a significantly highest amount of such compound can be extracted in
comparison with 80% MeOH. With this latter solvent, 3.206 mg/g of luteolin 7-
O-glucoside was determined, whereas choline chloride-1,2 propanediol
NADESS increase the extraction yield up to 36.8% (4,387 mg/g of luteolin 7-O-
glucoside). This result agreed with those reported by Garcia et al., who found
that 1,2-propanediol-based NADESs are excellent extraction solvents for
flavonoids [42]. Meng et al. reported that using choline chloride and 1,2-
propanediol at 1:4 molar ratio allows improved extraction of quercetin,
naringenin, kaempferol and isorhamnetin from Pollen Typhae [43]. On the
other hand, the results obtained for verbascoside (Figure 5B) in NADESSs 4, 6,
7 and 8 shown that a significantly highest amount of such polyphenol was
extracted in comparison with 80% MeOH (26.165 mg/g) used as conventional
solvent. Importantly, NADES based on proline and citric acid (NADES8)
enable a twofold increase of extracted compounds (51.045 mg/g), while no
significant  differences  (p<0.05) were found regarding to lactic
acid/glycerol/water (NADES4) and choline chloride/glycerol (NADESG6)
obtaining 47.771 and 48.474 mg/g, respectively. Ivanovi¢ et al. report a
concentration of 14.23 mg/g of verbascoside in Lippia citriodora using
choline/lactic acid NADES [41]. These results agree with those published in
previous studies of organic acid based NADESs, which confirm that these
types of solvents can effectively facilitate the extraction of phenolic bioactive

compounds [21].
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CONTROL (Methanol)

NADESI (Lactic acid: choline chloride )
NADES2 (Lactic acid: sodium acetate)
NADES3 (Lactic acid: ammonium acetate)
NADES4 (Lactic acid: glycerol:water)
NADESS (Choline chloride: propanediol)
NADESG6 (Choline chloride: glycerol)
NADES?7 (Choline chloride: lactic acid)
NADESS (L-Proline: citric acid)

i3

T
60 70 min

Figure 4. HPLC-DAD chromatogram (320 nm) of phenolic compounds from

Buddleja globosa leaves extracted with different solvents. Peaks 10, 12 and

13 correspond to luteolin 7-O-glucoside, forsythoside B and verbascoside,

respectively.
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Figure 5. Extraction yields of NADESs in comparison with the control
(methanol) for Iluteolin 7-O-glucoside (A) and verbascoside (B). Data
correspond to the means + SD (n= 3). There is a significant difference when

comparing with methanol, p <0.05.

3.3. Isolation of polyphenols from B. globosa by Centrifugal Partition

Chromatography

The nine solvent systems listed in Table 2 were selected from literature and
tested with the aim to separate target compounds from B. globosa. The most
suitable Kp values to perform the CPC isolation process were obtained with

the solvent systems based on ethyl acetate: n-butanol: etanol: water.
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Calculated Kps values for compounds 12 (forsythoside B) and 13

(verbascoside) with the solvent system 1 were 0.51 and 3.02, respectively.

According with these results, in ascending mode compound 13 will elute first,
whereas compound 12 should elute at higher retention time. In order to
optimize the CPC separation process, we investigate the effect of rotation
speed and flow rate main upon the retention of stationary phase inside CPC
rotor. So, the Pareto diagram (Figure 6A) shows the influence of each of the
variables studied (flow rate and rotation speed) on the percentage of
stationary phase retention (response). Pareto ranking analysis showed that
the most significant variables that negatively influence the stationary phase
retention response were the flow rate and the quadratic factor of rotation
speed. Therefore, from this diagram it can conclude that the most important
variable that significantly affects (p<0.05) stationary phase retention is the flow
rate. This parameter affects negatively, since greater flow rate values results
in poor stationary phase retention. Figure 6B illustrate the variation in the
stationary phase retention and backpressure responses as function of flow
rate and rotation speed. In this graph the term flow rate is linear, therefore the
optimum conditions for this variable is located in some point between the
range 5-10 mL/min and 2000 - 2400 rpm for the rotation speed. Hence, we
select 7.5 mL/min and 2200 rpm as work conditions since the retention was
82%. Under these conditions, pressure remained in 320-360 psi and the time

elapsed to obtain the target compounds did not exceed 60 min. As is shown in
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Figure 7A, two well-defined peaks are observed at 12 and 32 minutes,
respectively. The HPLC analysis of the core cuts from the center of the peaks

allow to confirm the presence of verbascoside and forsythoside B in high

purity (Figure 7B).
( A) Standardized Pareto Chart for stationary phase retention
A:Flow rate (ml/min) = +
BB
AA
B:Rotation speed (rpm) ]
AB |
o 4 8 12 16 20 24
Standardized effect
(B)
90+ ~.®- 2000 rpm -w. Pressure (psi)-2000 rpm - 600
-w- 2200 rpm ~-# - Pressure (psi)-2200 rpm
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Figure 6. (A) Pareto chart showing the standardized effect of independent
variables on the stationary phase retention response. (B) Effect of flow rate

and rotation speed on stationary phase retention and backpressure.
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Figure 7. (A) CPC trace of B. globosa extract (B) HPLC of forsythoside B (1)

and verbascoside (2) isolated from B. globosa by CPC in ascending mode.
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Conclusions.

In this work, advanced analytical methods have been used to carry out a
thorough characterization of a B. globosa extracts. The HPLC system
consisted in a column filled with a small particle size coupled to UV-vis and
mass spectrometric detectors with different mass analyzers. lon trap (IT) allow
selective ion isolation and accumulation, while time-of flight (TOF) provide
accurate mass measurements and high-resolution mass analysis. Altogether,
these features indicate that the strategy of coupling LC with IT-MS and TOF-
MS is a powerful tool for the qualitative analysis ofcomplex samples. In this
report, a total of 17 compounds were identified. These compounds included 13
phenylpropanoids and 4 flavonoid glycosides. It is also important to highlight
that, to the best of our knowledge, caffeoylglucoside isomers, caffeoylshikimic
acid, [B-hydroxyverbascoside, [(-hydroxy-isoverbascoside, quercetin-3-O-
glucoside, campneoside |, forsythoside B, lipedoside A, forsythoside A,
eukovoside and martynoside were identified for the first time in B. globosa
using liquid chromatography coupled with IT and TOF. Additionally, we
achieve the fast one-step purification of the main bioactive compounds from B.
globosa using CPC. Finally, from our results it can be concluded that NADESs
are a potential green alternative to conventionally used organic solvents as
extraction media for phenolic compounds. Among the NADESSs tested in our

study, proline- citric acid (1:1) was the most promising solvent, attaining higher
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extraction yields of verbascoside from B. globosa leaves. However, other
NADESs prepared with choline chloride-glycerol-water (3:1:3) and choline
chloride- glycerol (1:2) give good results and could be used as alternative. In
the case of luteolin 7-O-glucoside, NADESs prepared with choline chloride-
propanediol (1:2) enable greater extraction yield than samples extracted with
80% methanol. Therefore, due to its superior extraction efficiency for phenolic
compounds and reduced environmental and lower economic impacts,
NADESs have a great potential as green alternatives to organic solvents for

the extraction of plant bioactive metabolites with medical applications.
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Capitulo 2: Seccion 2

Titulo:

Evaluacion de la actividad bidlogica de los extractos knock-out
disenados mediante la sustracciéon quimica de sus compuestos

bioactivos a partir de las hojas Buddleja globosa (matico)

Resumen:

La sustraccion es una estrategia que permite sustraer un compuesto o un
grupo de compuestos con la finalidad de evaluar y confirmar la actividad
biolégica de las plantas. Buddleja globosa Hope, mas conocida como
‘matico”, se conoce por sus propiedades cicatrizantes, antimicrobianas y
antioxidantes. Utilizando la técnica cromatografia de particion centrifuga
(CPC) se pudo aislar (sustraer) 3 fracciones denominadas: knock-out 1
(extracto que contiene el verbascosido), knock-out 2 (extracto que contiene el
forsitosido B como compuesto mayoritario) y knock-down (extracto reducido
en fenilpropanoides). Estos extractos y el extracto total de matico se
evaluaron en cuanto a su efecto sobre el proceso de migracion, citotoxicidad y
capacidad antioxidante. Interesantemente, los ensayos celulares (proliferacion
y cierre de herida) no pemitieron evidenciar efectos claros para ninguno de los

extractos. En cuanto a la capacidad antioxidante como se esperaba el
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extracto knock-down tuvo una baja capacidad antioxidante. Los resultados
sugieren que no solo el verbascosido contribuye en esta actividad, sino que

también el compuesto forsitosido B (knock-out 2).

1. Materiales y métodos:

1.1. Solventes y reactivos.

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-carboxilico (Trolox), y el 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), sal de fluoresceina sodica, metanol fueron
proporcionados por Sigma (St. Louis, MO, USA.). Suero fetal bovino (FBS,
Corning) sulforodamina B, acido ftricloroacético, lineas celulares de
queratinocitos (HaCaT) donadas por el Dr. Patricio Oyarzun de la Universidad
San Sebastian de Concepcion, Chile, y fibroblastos (HDF) (Cell Aplications,

Inc.).

1.2. Material vegetal y extraccion.

La metodologia esta descrita en el capitulo 2 en el numeral 2.1 de la seccion

1.
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1.3. Aislamiento de los compuestos bioactivos, mediante CPC.

La metodologia esta descrita en el capitulo 2 en el numeral 2.6 de la seccion

1.

1.4. Identificacion de los extractos disefiados por HPLC-DAD-IT y HPLC-

QTOF

La metodologia para la identificacion de los compuestos en las fracciones
obtenidas del CPC esta descrita en el capitulo 2 en el numeral 2.5 de la

seccion 1.

1.5. Preparacion de los extractos diseno para evaluar su actividad

biolégica.

Se prepard una solucion de los 4 extractos de diseno liofilizados total, knock-
out 1 (fraccion de verbascoésido), knock-out 2 (fraccion de forsythoside B) y
knock-down (fraccion reducida). Para ello se tomaron 10 mg de cada extracto
y se solubilizaron en DMSO al 1% preparado con agua ultrapura para obtener
una concentracion de 1mg/mL de extracto total, knock out 1 (fraccion
verbascosido) y knock-out 2 (fraccion forsitosido B), y de 0,2 mg/mL de knock-
down (fraccion reducida), dada su menor solubilidad en DMSO 1%. Los
extractos fueron agitados a 200 rpm por 15 min y sonicados por 15 min.

Posteriormente, las soluciones de extractos fueron filtradas en condiciones de
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esterilidad con filtro de 0,2 um para los ensayos celulares y de capacidad
antioxidante. Las soluciones fueron almacenadas a -20°C por un tiempo

maximo de una semana para su uso.

1.6 Cultivo de las lineas celulares HaCaT y HDF.

Las células HaCaT y HDF fueron cultivadas en placas de 100 mm con medio
de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), una
mezcla de antibidticos estreptomicina 10 mg y penicilina 10000 unidades
(Biological Industries) y Anfotericina B (Corning). El cultivo se mantuvo a 37
°C en una atmosfera de 5% de CO2. Una vez alcanzada la confluencia, las
células fueron tripsinizadas con tripsina-EDTA 1X y fueron contadas con el

meétodo de azul de tripan para evaluar viabilidad celular.

1.6.1 Curva de densidad celular.

Las células fueron sembradas con medio DMEM suplementado en
poblaciones de 1000, 2500, 5.000, 10.000, 20.000, 40.000, 60.000, 80.000 y
100.000 células en placas de 96 pocillos para determinar la curva de
densidad celular. Como blanco se utiliz6 medio de cultivo celular DMEM
suplementado. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24
horas y posteriormente fueron cuantificadas con el método de sulforodamina

B.
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1.6.2. Curva de citotoxicidad celular con DMSO y extractos de diseino

Las células HaCaT y HDF fueron sembradas en placas de 96 pocillos en
concentracion de 20.000 células por pocillo con medio DMEM suplementado.
Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 horas.
Posteriormente el medio de cultivo fue removido, las células fueron lavadas
con PBS 10 mM y el medio reemplazado con distintas concentraciones de
DMSO para determinar las concentraciones que no son téxicas para la célula
para la preparacion de los extractos. A partir de un stock de DMSO filtrado
con filtro de 0,2 um se prepararon diluciones seriadas de 16; 8; 4; 2; 1; 0,5;
0,25; 0,625, 0,031 y 0,016 % v/v de DMSO en agua ultrapura. Las células
fueron incubadas con las distintas concentraciones de DMSO por 24 horas a
37 °C y 5% CO:a>. Finalmente, se determind la viabilidad celular mediante la
técnica de sulforodamina B (Vichai y Kirtikara 2006). Se procedié de igual
manera para el ensayo de citotoxicidad con los extractos de disefio. En este
caso el medio fue reemplazado con distintas concentraciones de los
extractos. Se prepararon diferentes concentraciones de los extractos de
disefio en medio DMEM suplementado, para el extracto total, knock-out 1,
knock-out 2, para ello se llevaron a cabo diluciones seriadas para obtener
concentraciones de 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 y 0,8
ug/mL. Para el extracto knock-down se prepararon diluciones seriadas para

obtener concentraciones de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,80; 0,40;
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0,20; 0,10 pg/mL. Las ceélulas fueron incubadas con las distintas
concentraciones de los extractos de disefo por 24 horas a 37 °C y 5% de
COz2. Finalmente, se determind la viabilidad celular mediante la técnica de

sulforodamina B.

1.6.3. Cuantificacién celular con ensayo de Sulforodamina B.

Esta técnica permite medir la viabilidad celular, la cual consiste en la habilidad
de unir componentes proteicos de las células que han sido fijadas a la placa
de cultivo con acido tricloroacético (TCA). Se llevdo a cabo el protocolo
desarrollado por Vichai y Kirtikara 2006. En general, las células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos bajo las distintas condiciones descritas
fueron fijadas con 100 pL de acido tricloroacético al 10% p/v, el medio de
cultivo fue removido y se adicion6 sobre las células acido tricloroacético. La
placa con las células fue incubada durante 1 hora a 4°C. Luego de la
incubacion, la placa fue lavada cuatro veces con agua destilada y se dejo
secar a temperatura ambiente. Luego, se adicionaron 100 pyL de solucion de
sulforodamina B al 0,057% p/v preparada en acido acético al 1% v/v, y se
dej6é incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, la placa
fue lavada cuatro veces con acido acético al 1% v/v y se dejé secar a
temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 200 pL de Tris base 10mM

pH 10,5 y se dejo la placa en agitacion durante 5 minutos, luego la
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absorbancia fue cuantificada en el lector de microplaca Synergy 2 (BioTek

Instruments) a una longitud de onda de 510 nm.

1.7. Ensayo de la herida en células HaCaT y HDF.

El ensayo de la herida in vitro se desarroll6 tomando en cuenta los protocolos
descritos en (Liang et al., 2007; de Moura Sperotto et al., 2018; y Yue et al.,
2010). Se adapto el ensayo para una placa de 96 pocillos. Para ello las
heridas se realizaron con el 8-channel mechanical cell wounder. Se
sembraron 20.000 células por pocillo y se dejaron en incubacion con medio
de cultivo DMEM suplementado por 48 horas a 37 °C y 5% CO: para alcanzar
confluencia. Posteriormente, el medio de cultivo fue removido y las células
lavadas con PBS 10 mM. Se crearon lineas de herida rayando el centro de
cada pocillo con las células cultivadas con un “8-channel mechanical cell
wounder” y puntas de micropipeta de 20 yL. Este dispositivo permite obtener
rayados de 600 um aproximadamente. Sobre los pocillos en los que se
practico la herida se agrego suero en un 0.5 % y luego se adicionaron los
extractos de disefio en concentraciones de 100 pg/mL de extracto total,
knock-out 1, knock-out 2 y de 6,25 pg/mL de knock-out (concentraciones
determinadas a partir de la curva de citotoxicidad). Ademas, se considero
como control positivo las células con medio de cultivo DMEM suplementado al
10% con FBS y como control negativo DMEM suplementado al 5% con FBS.

Este ensayo se desarrollé6 con medio de cultivo DMEM disminuido en FBS
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(0,5% de FBS). Se registraron imagenes inmediatamente de cada condicion
(0 horas) y después de 6, 12, 18 y 24 horas. Estas fueron tomadas usando el
microscopio invertido MOTIC AE31 con un objetivo 4X y con camara
JENOPTIK, Optical System GmbH. Las areas de la herida fueron medidas
usando el software Imaged®. Finalmente, las areas de la herida fueron

graficadas versus el tiempo.

1.8. Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo DPPHy

ORAC

Se realizaron dos ensayos diferentes de capacidad antioxidante (DPPH vy
ORAC-FL) para los extractos disenados. Los ensayos se realizaron en un
lector de microplacas de 96 pocillos (lector multimodo Synergy / HTX, BioTeK,
Winooski, Vermont, EE. UU.). El ensayo DPPH se realizé segun la
metodologia planteada por Brand et al. 1994 con algunas modificaciones. Para
realizar el ensayo se disolvieron 3,0 mg de DPPH en 100 mL de metanol con
ayuda del ultrasonido y se midié la absorbancia agregando metanol hasta
obtener un valor de absorbancia 0,800 + 0,030 a A=517 nm. Una vez
preparado el radical, se procedié a agregar en cada pocillo 60 yL de muestra
y 120 yL de DPPH' se incubd por 30 minutos en la oscuridad y se midi6 la
absorbancia, el proceso se realizd por triplicado. La muestra se prepard en
metanol en un rango de concentraciones de 20 -1000 yg/mL para determinar

el rango optimo de linealidad y posterior a esto realizar el ensayo en un rango
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de concentraciones mas pequefo y especifico para cada muestra, ademas se
utilizé acido ascérbico como antioxidantes de referencia y Trolox para la curva
de calibracion en un rango de concentraciones de 10 - 60 uM. Los resultados
se expresaron en pmoltrolox/ g extracto seco, ademas se determind el ICso.
Para el ensayo ORAC-FL se realizaron de acuerdo con (Ou et al., 2013) En
cada pocillo se afiadieron 150 uL de fluoresceina 0,11 yM a cada pocillo de
una placa de 96 pocillos negro. Luego se adiciondé 25 pL buffer fosfato
(blanco), trolox (curva estandar entre 6.25 - 50 uM) o muestra (serie de
dilucién de 20-100) a cada pocillo. Se dejé incubar en el lector de microplaca
por 30 minutos a 37°C. Luego se agrego rapidamente 25 yL de AAPH a cada
pocillo, para comenzar la lectura cinetica inmediatamente entre 0 y 120
minutos, midiendo cada 1 minuto, con una longitud de onda de excitacion y de
emision de 485 y 530 nm respectivamente a 37 °C. La recta de calibrado se
obtuvo hallando la ecuacion de una regresion lineal del area bajo la curva
(AUC) de disminucion de fluorescencia de fluoresceina. Una vez obtenida la
recta de calibrado, los valores de ORAC para las muestras, se obtuvieron
calculando los equivalentes de trolox a partir del AUC de las muestras,
extrapolando en la ecuacién de la recta de calibrado y representandolos

frente a la concentracion de extracto.
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1.9. Analisis estadistico

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar y
analizados en el software GraphPad Prism 6 ®. Se realizd una prueba
Bonferroni de multiples rangos para evaluar las diferencias entre grupos,

donde p<0,05 fue considerado como significativo.

2. Resultados y discusién

2.1. Extraccion del material vegetal.

La extraccion del material vegetal se llevd a cabo utilizando un sistema
Soxhlet. En resumen, se pesaron 21.0010 g del material pulverizado y se uso
metanol puro como solvente. El proceso se llevé a cabo hasta que se produjo
el agotamiento del material vegetal (16 h). Luego, el metanol se eliminé a
presidn reducida (>40°C) hasta sequedad, luego se liofilizé y se obtuvo

9.4134 g que es equivalente a un rendimiento del 25.16%.

2.2. Aislamiento de los compuestos bio-activos mediante CPC

Con el sistema de disolvente utilizado compuesto de acetato de etilo: n-
butanol: etanol: agua (0.25:0.75:0.1:1) afnadiéndole 1 ml de TFA para preparar
un total de 2 L. Se logrd sustraer 2 fracciones (ver figura 1) de un extracto
total de matico (figura 2). La primera fraccion corresponde a los tubos 3 al 6,
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en donde el compuesto mayoritario fue el verbascosido (figura 2a y tabla 2S)
este extracto disefiado se denomina knock-out 1 y la segunda fraccion
corresponde a los tubos 8 al 12 se denomind knock-out 2 cuyo compuesto
mayoritario fue identificado como forsitosido B (figura 2b), finalmente se
obtuvo el extracto disehado denominado knock-down que corresponde a la
fraccion reducida (figura 2c). Del extracto disefiado knock-out 1 se obtuvieron
80 mg, del extracto knock-out 2 se obtuvieron 16.1 mg y del extracto knock-
down 182.3, de un total inyectado de 278.4 mg del extracto seco de matico.
Esto en porcentaje equivale a un 28.74 %, 5.78 % y %65.48. En la tabla 1S,
2S, 3S se pueden ver los compuestos identificados mediante HPLC-QTOF

para los diferentes extractos disefados.
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Figura 1. Cromatograma UV obtenido de la cromatografia de particion

centrifuga, del extracto total (soxhlet) de Buddleja globosa.
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Figura 2. Cromatograma HPLC-DAD (320 nm) de los polifenoles de las hojas

de Buddleja globosa correspondiente al extracto total (soxhlet)
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Figura 2a. Cromatograma HPLC-DAD (320 nm) de los polifenoles de las
hojas de Buddleja globosa correspondiente al extracto knock-out 1, cuyo

compuesto mayoritario es el verbascésido.
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Figura 2b. Cromatograma HPLC-DAD (320 nm) de los polifenoles de las
hojas de Buddleja globosa correspondiente al extracto knock-out 1, cuyo

compuesto mayoritario es el Forsitosido B.

Figura 2c. Cromatograma HPLC-DAD (320 nm) correspondiente a las
fracciones agrupadas por CPC (extracto knock-down) y que esta reducido en

los fenilpropanoides forsitdsido B y verbascésido.
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2.3 Ensayos biolégicos

2.3.1. Curva de densidad celular de células HaCaT y HDF

Se construy6 una curva de densidad celular tanto para las células HaCaT y
HDF. Al cultivar células HaCaT en concentraciones crecientes con el fin de
determinar el perfil de densidad celular durante 24 horas (Figura 3-A), se
encontré una relacion lineal hasta las 40.000 (Figura 3-B) con una pendiente
de 5,31 x 10° + 5,022 x 107. El limite de deteccién para este andlisis fue de
7578 numero de células, asi el rango lineal de esta curva fue de 7578 a
40.000 numero de células. Es asi como se decidio trabajar con 20.000 células
para los proximos experimentos para poder evaluar tanto la citotoxicidad

como la proliferacion celular.
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Figura 3. Curva de densidad celular de células HaCaT. Las células HaCaT
fueron sembradas durante 24 horas en cantidades crecientes, para
determinar la curva de densidad celular. Cada punto corresponde a cada
valor de unidades de absorbancia arbitraria (u.a.) a 510 nm. A) Curva de
densidad celular. B) Grafica de relacion lineal entre numero de células y

unidades de absorbancia. Experimento realizado por cuadruplicado.

Al cultivar células HDF en concentraciones crecientes con el fin de determinar
el perfil de densidad celular durante 24 horas (Figura 4-A), se encontré una
relacion lineal hasta las 60.000 (Figura 4-B) con una pendiente de 2,438 x 10
5+ 2,588 x 1077. El limite de deteccion para este analisis fue de 16505 nimero
de células, asi el rango lineal de esta curva fue de 16505 a 40.000 numero de
células. Al igual que para las células HaCaT se decidio trabajar con 20.000
células dado que el rango lineal es mas acotado para las HDF y se puede

estudiar la proliferacion de estas células para evaluar uno de los mecanismos
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de cierre de la herida, ademas se relaciona con el numero de células que se
ha publicado para ensayos de proliferacion en placas de 96 con estimulo de
Piper aduncum otro género de la planta de matico que crece en el Amazonas

(Paco et al.,2016).

Y = 2.438e-005*X + 0.04262

Absorbancia
Absorbancia

1 L] 1
0 20000 40000 60000
Numero de células

Numero de células

Figura 4. Curva de densidad celular de células HDF. Las células HDF fueron
sembradas durante 24 horas en cantidades crecientes, para determinar la
curva de densidad celular. Cada punto corresponde a cada valor de unidades
de absorbancia arbitraria (u.a.) a 510 nm. A) Curva de densidad celular. B)
Grafica de relacion lineal entre numero de células y unidades de absorbancia.
Cada punto representa la media de las réplicas. Experimento realizado por

cuadruplicado.
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2.3.2. Curva de citotoxicidad celular con DMSO

Se construyd una curva de citotoxicidad celular con DMSO para las células
HaCaT y HDF. Al cultivar células ambas células en concentraciones
crecientes de DMSO se determind que hasta una concentracion de 1% v/v
éste no produce citotoxicidad tanto para las células HaCaT (Figura 5-A) y
HDF (Figura 5-B). Sobre el 1% la citotoxicidad sobre ambas lineas celulares
es significativamente estadistica. Con este ensayo, se puede indicar que para
las células HaCaT y HDF es posible trabajar con concentraciones 1% de
DMSO e inferiores, donde para el 1% el porcentaje de viabilidad celular es de
94 + 2,16 en células HaCaT y 95 + 2,83 en celulas HDF. Es por esto que se
decidié finalmente trabajar con una concentracion de 1% de DMSO,
adicionado a todos los controles de medio de cultivo DMEM del resto de los
ensayos el mismo porcentaje de DMSO.

Cabe destacar que usualmente el porcentaje utilizado de DMSO para
ensayos de citotoxicidad de otros compuestos es de 0.1 a 0.5% (Bonnekoh et
al 1991; Moharamzadeh et al., 2007). Sin embargo, los autores no indican el

fundamento de la eleccidon de estos valores de porcentaje.
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Figura 5. Curva de citotoxicidad de células HaCaT y HDF con
concentraciones crecientes de DMSO de 0,156 a 16 % v/v. A: células HaCaT;
B: células HDF. Para ambas lineas celulares se observa una citotoxicidad
estadisticamente significativa sobre 1% v/v de DMSO sobre el porcentaje de

viabilidad celular. Experimento realizado por cuadruplicado, (*p<0.05).

2.3.3. Curva de citotoxicidad celular con extractos de diseio

Se construyd una curva de citotoxicidad celular de extractos de disefio de
matico para las células HaCaT y HDF preparados en medio de cultivo con
DMSO al 1%. Las células fueron cultivadas en concentraciones crecientes de
cada extracto. Para la linea celular HaCaT (Figura 6) el extracto total y la
fraccion knock-out 1 no presentan un efecto citotoxico hasta una
concentracion de 100 pg/ml. Por otro lado, la fraccidn knock-out 2 hasta una

concentracion de 400 yg/mL y la fraccidbn knock-down presentan un efecto
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citotoxico a una concentracion mayor o igual a 800 yg/mL. Para la linea
celular HDF (Figura 7) el extracto total no presenta un efecto citotéxico hasta
una concentracion inferior a 800 pyg/mL, la fraccion knock-out 1 y la fraccion
knock-out 2 hasta una concentracion de 400 ug/mL, el y la fraccion knock-
down no presento citotoxicidad a ninguna de las concentraciones de extracto
ensayadas. Sobre los valores de concentracién indicados para el extracto
total y la fraccion knock-out 1 existe un efecto citotdxico significativamente

estadistico.
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Figura 6. Curva de citotoxicidad sobre células HaCaT para extractos de
disefio de matico. A: Extracto total, B: knock-out 1. C: knock-out 2, D: knock-

down. Experimento realizado por cuadruplicado. (*p<0.05)
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Figura 7. Curva de citotoxicidad sobre células HDF para extractos de disefio
de matico. A: Extracto total, B: knock-out 1. C: knock-out 2, D: Knock-down.

Experimento realizado por cuadruplicado. (*p<0.05)

A partir de estos resultados se decidio usar una concentracion de 100 pg/mL
del extracto total, knock-out 1, knock-out 2 y knock-down para los ensayos
posteriores (ensayo de la herida) ya que corresponden a concentraciones no

toxicas para las células.
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2.3.4. Ensayo de la herida en células HaCaT y HDF

El ensayo de herida se llevo a cabo con las concentraciones de extractos de
disefio escogidas previamente. Ademas, se consider6 como control positivo
FBS al 10% y como control negativo FBS al 5%. Para la linea celular HaCaT
no se observo un cierre de herida estadisticamente significativo (p>0.05) para
ninguno de los extractos en ninguno de los tiempos considerados para el
ensayo (Figura 8). Solo se observaron diferencias significativas (p<0.05) a las
6 horas entre el control positivo que se destaca en color rojo y el control
negativo destacado en azul, donde el control positivo cerro la herida 6.0 = 3,6
%. Para la linea celular HDF no se observdo un cierre de herida
estadisticamente significativo (p>0.05) para ninguno de los extractos en
ninguno de los tiempos considerados para el ensayo (Figura 9). Tampoco se

observé un cierre de la herida para los controles.
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Figura 8. Ensayo de la herida para la linea celular HaCaT: A) Extracto total,
B) Extracto knock-out 1 C) Extracto knock-out 2, D) Extracto knock-down. Se
observan diferencias significativas (p<0.05) entre el control positivo (rojo) y
negativo (azul) a las 6 horas, donde el control positivo tuvo un efecto de cierre

de herida de un 6 + 3,6 % del area.
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Figura 9. Ensayo de la herida para la linea celular HDF: A) Extracto total, B)
Extracto knock-out 1, C) Extracto knock-out 2, D) Extracto knock-down. El
control positivo corresponde a la linea de color rojo y el negativo a la linea de
color azul. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) para ningun

extracto respecto de los controles y respecto del tiempo analizado.
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Estos resultados no se relacionan con la literatura (de Moura Sperotto et al.,
2018), donde se ha visto cierre de la herida al realizar este ensayo con
celulas HaCaT y con concentraciones distintas de verbascoésido, incluso
menores que la utilizada en este ensayo. Sin embargo, estos ensayos han
sido realizados en placas de 6, con otro sistema y densidad celular, por lo
cual, no es comparable. Ademas, esta técnica fue recién montada en el
laboratorio y debe ser optimizada. Cabe destacar que este ensayo fue
realizado en una sola placa, por lo cual, para cada tiempo de lectura el tiempo
de exposicion de esta placa fue de aproximadamente 50 min a temperatura
ambiente y en condiciones de humedad ambientales, lo que pudo haber
afectado las condiciones de cultivo descritas para estas células. Por otro lado,
las células fueron cultivadas con los extractos en condiciones de FBS de 0.5
%, menor al utilizado para el control positivo, o cual es recomendable
considerando que el porcentaje de FBS debe ser muy bajo, pero suficiente
para prevenir la apoptosis o bien el desprendimiento de las células (Liang et
al., 2007). Sin embargo, dado que el control positivo tampoco arrojo los
resultados esperados, éste fundamento explica solo parcialmente los
resultados. Se sabe que el uso de firbonectina o poli-lisina en las placas
también influye en los resultados del ensayo ya que durante la herida parte de
este recubrimiento es removido y altera los resultados. Inlcuso es
recomendable hacer dos heridas en paralelo en el mismo pocillo para mejorar

la estadistica ya que es dificil controlar y mantener homogéneas la fuerza
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aplicada sobre la placa. También se recomienda el de uso de controles como
mitomicina C (inhibe la migracion celular) e incluso paraformaldehido para
ayudar a la adhesion (Grimming et al., 2019; Martinotti, 2019; Varankar and

Bapat; 2018).

Por ultimo, es recomendable que las areas de las heridas sean similares con
el fin de minimizar la variacién causada por la diferencia entre ellas (Liang et
al 2007) y que ésta solo dependa de los extractos, sin embargo, el ancho de
herida es muy dificil de oprimizar y una potencial solucion seria aumentar el

numero de replicas técnicas y bioldgicas en futuros ensayos.

2.4 Capacidad antioxidante de los extractos disefiados

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos para la capacidad
antioxidante obtenida mediante DPPH. Podemos ver que ambas fracciones
sustraidas tienen una alta capacidad antioxidante, siendo mayor el extracto
knock-out 1 que corresponde a la fraccion en donde se identifico el
verbascésido como el compuesto mayoritario, obteniendo 1787.74 pmol
trolox/g extracto, con un ICso de 37.01 ug/mL, pero también el extracto knock-
out 2 en donde el compuesto forsitdsido es el mayoritario, también presenta
una alto poder antioxidante con un ICso de 54.45 pg/mL y 1516.79 pmol

trolox/g extracto. Finalmente el extracto knock-down (reducido) tiene menor
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poder antioxidante, debido a que se han sustraido los compuestos
mayoritarios, quedando solo una muy baja concentracion de estos. Estos
resultados coinciden con lo obtenido mediante el ensayo ORAC, en donde la
fraccién knock-down tiene muy baja capacidad antioxidante y las 2 fracciones
sustraidas presentan alto poder antioxidante, como se puede ver en la figura
10. Esto nos lleva a concluir que los fenilpropanoides son los que mas

aportan a la capacidad antioxidante.

Tabla 1: DPPH para las fracciones sustraidas por CPC para el extracto de
matico: extracto total, fraccion knock-out 1, fraccion knock-out 2 y fraccion

knock-down. (n=3)

Extractos DPPH DPPH

disenados ICs0 (Hg/ml) pmol trolox/ g extracto
Extracto total 65.88 1085.15
Knock-out 1 37.01 1787.74
Knock-out 2 54.45 1516.79
Knock-down 150.21 432.27
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Figura 10. Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC), la
grafica presenta el promedio + desviacion estandar (SD) de tres replicas, para
las fracciones sustraidas por CPC para el extracto de matico: extracto total,

fraccion knock-out 1, fraccion knock-out 2 y fraccion knock-down.
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3. Conclusiones

Las hojas de matico, contienen un gran numero de compuestos
fenilpropanoides, lo que en conjunto con los flavonoides podrina explicar los
efectos farmacologicos de la planta. Una forma de confirmar dichas
propiedades es a través de la sustracidn quimica. Para ello se uso la
cromatografia de particion centrifuga (CPC), que es una técnica preparativa
que permitié sustraer dos fracciones, que corresponden a los extractos knock-
out 1 en donde el compuesto mayoritario es el verbascésido y el extracto
knock-out 2 corresponde a la fraccibn cuyo compuesto mayoritario es el
Forsitosido B, y la fraccidon que quedo desprovista se denominé knock-down.
Dichos extractos fueron probados para evaluar las propiedades de
cicatrizacion y el poder antioxidante. Los resultados obtenidos no permitieron
evaluar las propiedades cicatrizantes del extracto de matico tras sustraer los
compuestos mayoritarios. Lo anterior se podria explicar por el hecho que en
ensayo de la herida no se logro ajustar adecuadamente al tiempo de
exposicion de los extractos. Otro factor que también pudo haber afectado es
que el método utilizado require mayor optimizacién en cuanto al numero de
replicas, puesto que la informacion que entrega este ensayo depende de la
edad y acapcidad de adhesion celular intrinseca, ademas de factores de

crecimiento presentes en el medio.
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Material suplementario

Tabla 1S: HPLC-DAD-QToF de la fraccion knock-out 1 obtenida de la separacién por CPC.

. Mass
Experimental . . n
Peak Formula (observed) (monoisotopic Error [M-H] MS-MS Proposed
mass) ppm m/z fragments compound
mass
calculated
7 C21H20012 464.09712 464.09548 3.41 463.08841 301.03570 6-Hydroxyluteolin
7-O-glucoside
8 C21H20012 464.09547 464.09548 0.02 463.07781 282.06828 Unknown 2
9 C21H20012 464.09569 464.09548 0.21 463.08851 300.02774 Quercetin-3-O-
glucoside
10 Ca21H20011 448.1018 448.10056 3.5 447.09382 285.04171 Luteolin 7-O-
glucoside
13 C29H36015 624.20782 624.20542 3.76 623.20061 461.16809, Verbascoside
315.10869,
161.02544
15 C29H36015 624.20728 624.20542 3.20 623.20031 461.16773, Isoverbascoside
315.10891,
161.02550
17 Ca28H32015 608.17308 608.17412 1.51 607.16502 461.07224 Lipedoside A
18 C29H36015 624.20712 624.20542 2.13 623.19635 461.16648 Forsythoside A
20 C31H40015 652.23701 652.23672 0.55 651.23041 505.08127, Martynoside
475.06172,

456.15642




Tabla 2S: HPLC-DAD-QToF de la fraccion knock-out 2 obtenida de la separacién por CPC.

. Mass
Peak Formula Ez:)p;;;':vzr:;; I (monoisotopic Error [M-H] MS-MS Proposed
mass mass) ppm m/z fragments compound
calculated
12 C34H44019 756.2499 756.24768 3.75 755.24347 593.21037 Forsythoside B
18 Ca9H36015 624.20729 624.20542 22 623.19644 461.16656 Forsythoside A

Tabla 3S: HPLC-DAD-QToF de la fraccion knock-down obtenida de la separacion por CPC.

Experimental Mass
p (monoisotop Error [M-H] MS-MS Proposed
Peak Formula (observed) .
ic mass) ppm m/z fragments compound
mass
calculated
8 C21H20012 464.09547 464.09548 0.02 463.07781 282.06828 Unknown 2
9 C21H20012 464.09569 464.09548 0.21 463.08851 300.02774 Quercetin-3-O-

glucoside
10 Ca21H20011 448.1018 448.10056 3.5 447.09382 285.04171 Luteolin 7-O-

glucoside

12 C34H44019 756.2506 756.24768 3.86 755.24353 593.21042 Forsythoside B
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Verbascoside y forsythoside B solo estan en trazas en esta fraccion.
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Abstract:

Peumus boldus Mol., is a Chilean medicinal tree used for gastrointestinal and
liver diseases. Such medicinal properties are associated with the presence of
bioactive flavonoids and aporphine alkaloids. In this study, a new green and
efficient extraction method used seven natural deep eutectic solvents
(NADES) as extraction media. The extraction efficiency of these NADES was
assessed, determining the contents of boldine and total phenolic compounds
(TPC). Chemical profiling of P. boldus was done by high-performance liquid
chromatography coupled to photo diode array detector and electrospray ion-
trap mass spectrometry (HPLC-PDA-ESI-IT/MS) and electrospray ionization
quadrupole time-of-flight high-resolution mass spectrometry (HPLC-ESI-
QTOF-MS). Among the NADES tested, NADES4 (choline chloride-lactic acid)

and NADESG6 (proline-oxalic acid) enable better extraction of boldine with

0.427 + 0.018 and 2.362 £+ 0.055 mg of boldine g_‘I of plant, respectively.
Extraction of boldine with NADES4 and NADES6 was more efficient than
extractions performed with methanol and water. On the other hand, the

highest TPC were obtained using NADESG, 179.442 + 3.79 mg of gallic acid

equivalents (GAE g_1). Moreover, TPC in extracts obtained with methanol
does not show significant differences with NADES6. The HPLC-PAD-MS/MS
analysis enable the tentative identification of 9 alkaloids and 22 phenolic

compounds. The results of this study demonstrate that NADES are a
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promising green extraction media to extract P. boldus bioactive compounds

and could be a valuable alternative to classic organic solvents.

Keywords: Peumus boldus; boldine; mass spectrometry; natural deep

eutectic solvents

1. Introduction

Peumus boldus Mol., (Monimiaceae) is a Chilean medicinal tree used for
gastrointestinal and liver diseases [1,2]. In Chile, this tree also is called Boldo,
Peta, Voldu or Boldu and botanically was described for the first time by Molina
in 1782. The phytochemical profiling of Boldo usually is based on its aporphine
alkaloids and phenolic compounds, whose concentration varies depending on
the analyzed part of the tree [3—6]. For example, the concentration of boldine
is higher in the bark than in the leaves. Moreover, certain classes of alkaloids
are concentrated in other parts such as wood, fruits or roots and it is not
possible to detect them in the leaves [7]. So, the analysis of botanical parts of
Boldo tree allowed the identification of alkaloids such as boldine, isoboldine,
coclaurine, N-methylcoclaurine, (—)-pronuciferine, (+)-reticuline, laurotetanin,
N-methyl-laurotetanin, sinoacutin, isocorydine, isocorydine N-oxide, nor-
isocorydine and laurolitsin (norboldine) (Figure 1). However, pharmacopoeias
(European and British) and EMA reports have established a minimum limit of

1.0 per cent of total alkaloids in Boldo leaves expressed as boldine (dry weight
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basis) [8,9]. Among flavonoids, rhamnetin 3-O-arabinoside 3'-O-
rhamnopyranoside (peumoside), isorhamnetin 3-O-glucoside 7-O-rhamnoside
(boldoside), kaempferol-3-glucoside-7-rhamnoside, isorhamnetin di-glucosyl-
di-rhamnoside and other quercetin and kaempferol glycosides have been
reported [6,10]. Due to its higher concentration and better extraction yields in
herbal infusions, some authors thought that flavonoids are responsible for the
antioxidant and chemopreventive effects of Boldo [6,10,11]. Moreover, Boldo
leaves also have higher amounts of gallic acid, tannins and catechin-derived
procyanidins rather than boldine and other alkaloids. However, so far, no pre-
clinical or clinical evidences have been generated to confirm such statement.
The mild choleretic activity of isolated boldine (50 mg kg 'day™' dose) has
been ascribed to osmotic effect and an up-regulation of Bsep transport
mediated by farnesoid X receptor activation [12]. Also, a recent work suggests
that boldine (50 mg kg~'day~', oral gavage) have renoprotective activity in
hypertensive 2K1C rats reducing plasmatic levels of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) and lowering the increase in angiotensine
converting enzyme type | (ACE-1). This effect leads to a decreasing of several
downstream mediators such as transforming growth factor beta (TGF-8) [13].
By another hand, it has been reported that boldine has in vitro antioxidant and
trypanocidal activities [6,14—16]. Another study show that the most abundant
alkaloid found in Boldo leaves was isocorydine, which currently is under

evaluation for its anticancer properties [17]. An in vitro study conducted by our
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group found that catechin-based proanthocyanidins (dose of 15.9 ug gallic
acid equivalents mL™") are potent inhibitors against Helicobacter pylori urease
and bacterial adherence (dose of 2.0 mg gallic acid equivalents mL™") to
human gastric adenocarcinoma cells (AGS), whereas boldine and ascaridol
were inactive [18]. In the last five years, new solvents have been introduced
as an alternative to conventional organic solvents. Among them, Deep
Eutectic Solvents (DES) are generally less toxic and include not only synthetic
compounds but also several organic compounds of natural origin such as
choline chloride or malic acid [19-22]. These components could be simple
sugars (sucrose, glucose, fructose), organic acids (malic, citric, lactic acid),
amino acids (proline, glycine) or quaternary ammonium compounds (choline
or betaine), which normally are concentrated inside or around vesicles in
vegetal cells [23]. So, it is believed that DES formed inside the plant cell play a
central role in improving the solubility of water insoluble molecules such as
lignin, terpenes and a wide type of aglycons. Indeed, when some of these
metabolites were combined in certain proportions, viscous liquids are
generated, which are called Natural Deep Eutectic Solvents (NADES). In
general, the components of NADES are characterized by the presence of
various functional groups such as hydroxyl, carboxyl or amino groups [23,24].
NADES are typically formed between a hydrogen bond donor compound
(HBD) and a hydrogen bond acceptor compound (HBA). These groups can

form an intermolecular hydrogen bond, leading to highly structured viscous
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liquids, which explains their specific physical properties and their different
solubilizing behavior compared to conventional solvents such as water and
alcohols. Therefore, these liquids can form hydrogen bonds with phenolic
compounds increasing significantly their solubility in the NADES network
structure. They have been shown many advantages over the conventional
solvents currently used for extraction. For instance, they have vapor pressure
near zero, adjustable viscosity and high solubilization ability, which in some
cases can exceed 12.000 times that of water [23,24]. From the environmental
and economic point of view, they also present major advantages with respect
to their biodegradability, sustainability, low cost and simple preparation. All
these properties suggest their great potential as extraction media for natural
products and their possible applications for foods, pharmaceuticals and
cosmetics [25]. The use of NADES in the extraction of alkaloids is still very
limited and there are only a few reports of its use published in the last two
years. One of the most recent works deals with the extraction of alkaloids
derived from morphinane, protoberberine, bisbenzylisoquinoline, indole and
quinolizidine alkaloids using 75 different DES [26]. Authors found that DES
based on Choline-lactic acid were superior for the extraction of alkaloids
derived from morphinane, protoberberine, indole, and quinolizidine alkaloids. It
is worth noting that one of the parameters that most influenced the extraction
with DES was the water content used, which was optimized at close to 46%.

In another recent work, different NADES were used for the extraction of
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alkaloids from Amarillydaceae [27]. These authors reported that NADES with
the best efficiency to extract lycorine, crinine and crinamine were those
derived from Choline Chloride: fructose and H20 (35%). The optimization of
such solvent showed that the best conditions were a temperature of 45 -C,
extraction time of 51 min and a water content of 21%. Moreover, the same
group evaluated the cytotoxicity of extracts made with NADES and surfactants
for the same alkaloids, finding that the solvent can significantly influence the
biological activity of the extract [28]. Considering the above-mentioned
variables, in this work we assess for the first time the extraction of the
alkaloids and polyphenols from Boldo leaves using different NADES. These
new green solvents not only improve the extraction of bioactive compounds
but also allow to obtain extracts with different phytochemical profiles.
Additionally, in the present work, we evaluated the presence of the main
alkaloids and phenolic compounds present in P. boldus leaves extracts by

using HPLC-DAD-IT-MS/MS and HPLC-QTOF-MS/MS.
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Figure 1. Structure of main alkaloids identified from Peumus boldus leaves.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Reagents

Choline chloride (>98.0%), L-(+)-Lactic acid (>98.0%), glycerol (>99.5%), 1,2-
propanediol (>99%) and 2,9-Dihydroxy-1,10-dimethoxyaporphine (boldine)
analytical standard (purity = 98 %) were purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). Citric acid (>98%), levulinic acid (>98%), L-Proline
(>99%), oxalic acid (>99%), sodium carbonate (>99.9%), gallic acid (>98.0%),

and Folin—Ciocalteu's phenol reagent for analysis-grade were obtained from
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Merck (Darmstadt, Germany). HPLC-grade acetonitrile, methanol, formic acid,
ammonium formate were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). (Sigma
Aldrich, Saint Louis) was used as reference for identification. Ultrapure water

was produced by a Milli-Q apparatus (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.2. Preparation of NADES

The preparation of all NADES tested was based on previously reported
procedures [26-28, 37, 38]. Briefly, choline chloride and L-proline (hydrogen
bond donor — HBD) was mixed with lactic acid, 1,2-propanediol, glycerol,
levulinic acid, citric acid or oxalic acid (hydrogen bond acceptors — HBA) at
predetermined molar ratios. Mixtures were mildly heated under stirring, until a
perfectly transparent liquid was formed. NADES were kept in sealed glass
vials in the dark, at ambient temperature. The list of the NADES used in this
study, along with details regarding their preparation and references are

presented in Table 3.

2.3. Plant material and extraction

The plant material (leaves of Peumus boldus) was collected at the University
of Concepcién in June 2017 and authenticated in the Herbarium of the

Department of Botany at the University of Concepcion, Chile. The Voucher

152



specimen was kept under code CONC N° 187541. After collection, the plant
samples were air dried for 14 days at room temperature in the dark, and then
ground to a fine powder using a Waring blender (USA). This material was
used for all further procedures. All NADES were used as 80% (v/v) aqueous
solutions in order to reduce viscosity. Extractions were carried out according
to a previously described methodology [39, 40]. In brief, plant material (0.1 g)
was placed in a 50 mL conical centrifuge tubes and 10 mL of NADES solvent
was added. With the aim to compare the extraction yield of alkaloids from P.
boldus, methanol and water were used as control solvents under the same
conditions set up for all NADES. The suspension was vortexed vigorously for
30 s until a homogeneous thick mixture was obtained. Then, homogeneous
samples were extracted through Heating and stirring extraction in a Syncore
Polyvap R24 (Buchi, Flawil, Switzerland), under the following conditions: 60 -C
for 50 min at 340 rpm. In addition, Ultrasound-assisted extraction (UAE) was
performed using an Ultrasonic homogenizer bar JY92-1IDN (XinZhi Institute,
NingBo, China) at room temperature for 20 min with a sonication power of 140
W and frequency of 37 kHz. After extraction, samples were clarified by
centrifugation (Eppendorf 5804 R, Long Island, New York, NY, USA) at 8000
rom for 10 min. The supernatants were filtered through a Millipore 0.45 pm
cellulose acetate membrane filter and two-fold diluted with mobile phase prior

to HPLC analysis. The extraction procedure describes above was performed
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in triplicates. For total polyphenol content determination, samples were 10-fold

diluted with distilled water.

2.4, Analysis of Extracts

2.4.1. Total Polyphenol Content

The extracts were re-dissolved in water, and total phenolic content (TPC) was
determined by using the Folin—Ciocalteu method with slight modifications [59].
In brief, 20 uL of properly diluted samples were mixed with 780 uL of distilled
water and 50 pL of Folin-Ciocalteu reagent in 1.5 mL conical tubes. After 1
min, 150 pL of 7.5% sodium carbonate solution were added and mixed.
Samples were leave in the dark at room temperature for 1 h. Aliquots of 200
WL were charged in 96 well microplates and the absorbance were measured at
A 750 nm using an EPOC microplate reader (Biotek). The analysis were
performed in triplicate and normalized against negative controls (distilled water
or diluted NADES) according to the Table 1. TPC was expressed as
milligrams of gallic acid equivalents per gram of extract (mg g~' GAE of
extract) based on a standard curve of gallic acid (50—400 mg L™'; y = 0.013x +

0.0073; R? = 0.9991).
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2.4.2. Qualitative and Quantitative HPLC-PDA-IT-MS/MS analysis

The samples of P. boldus were analyzed by HPLC-PDA-IT-MS/MS in an
Agilent 1100 Series system (Agilent, Waldbronn, Germany) equipped with an
automatic degasser, a quaternary pump, an auto-sampler and a photodiode
array detector (G1315B) and LC/MSD Trap VL (G2445C VL) ESI-MS" system,
and it was coupled to an Agilent Chem Station (version B.01.03) data-
processing station. The stationary phase employed was a Zorbax Eclipse
XDB-C18 Narrow-Bore (150 mm x 2.1 mm; 3.5 ym particle size) column, while
the mobile phase consisted of solvent A (water/formic acid/acetonitrile,
87:10:3, v/vl/v) and solvent B (acetonitrile/water/formic acid, 50:40:10, v/v/v).
The elution profile was (time, % of solvent B): 0 min, 3%; 10 min, 15%; 35 min,
40% B; 39- 41 min, 100% B, and 47 min, 3% B [60]. The flow rate was 0.190
mL min'and the column temperature was set at 40 °C while the injection
volume was 20 pL. The mass spectrometer was run in the positive ion mode
with the following parameters: the capillary voltage was set at 3500 V, drying
gas flow N2, 8 mL min"; drying temperature, 325 °C; nebulizer, 50 psi; and
scan range, 100—1200 m/z. The collision energy (CE) increased linearly in the
range of 30-45 eV depending on the m/z range (100-1200). The range of
detection wavelength were 200-600 nm. However, for alkaloids detection and
boldine quantification, 304 nm was selected. Boldo extracts (10 mg) were

dissolved in methanol (1 mL), diluted with mobile phase and filtered with a
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0.45 pm syringe filter of polytetrafluoroethylene (13 mm) (Millex). The results
were expressed as milligrams per gram of extract (mg g™' extract). The
linearity of the method was assessed from the correlation coefficients (R?) of
three set of calibration curves obtained for seven levels of boldine
concentrations ranging from 0.0469 mg L™' to 15.00 mg L™ (y = 352.33x -
75.904; R? = 0.9971). Each point was injected three times. Limit of detection
(LOD) and Limit of quantification (LOQ) were estimated at signal to noise
(S/N) ratios of 3:1 and 10:1, respectively [61]. With this procedure, LOD and

LOQ values were 0.003 mg L™" and LOQ = 0.023 mg L™", respectively.

2.4.3. Q-ToF high-resolution mass spectrometry measurements

The analytical system used consisted of a 1260 Infinity high performance
liquid chromatography system coupled to a diode array detector (DAD) and a
6545 quadrupole-time of flight (Q-TOF) mass spectrometer detector (Agilent,
Waldbronn, Germany). The control software was Mass Hunter Workstation
version B.06.11 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). The Q-TOF used a Dual Jet
Stream Electrospray lonization (Dual AJS-ESI) source operated in the positive
ionization mode and the following parameters were set: capillary voltage, 3500
V; fragmentor, 200; gas temperature, 350 °C; drying gas, 8 L min™"; nebulizer,
40 psig; sheath gas temperature, 400 °C; sheath gas flow, 10 L min™’;

acquisition range, 100-1000 m/z; and CID, with a linear range of 30-45.
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Samples were analyzed after injection (10 yL) on a Zorbax Eclipse Plus C18
Rapid Resolution HD column (2.1 mm x 50 mm, 1.8 um) protected with a 5
mm guard column of the same material thermostated at 40 °C and his flow
rate was 0.3 mL min~'. The solvent system was 1mM of ammonium formate +
0.1% formic acid in water (solvent A) and 1 mM of ammonium formate + 0.1%
formic acid in methanol (solvent B). The elution gradient was (time, % of
solvent B): 0 min, 7%; 10 min, 20%; 40 min, 75%; 46.5 min, 95%; 56 min, 7%;
and a post time of 8 min. Compounds were identified using the algorithm “Find
by Formula” that evaluated the mass accuracy together with the isotopic
relative abundance and isotopic separation. All the compounds were identified
by the QTOF-MS and the MS/MS spectra acquired with the IT-MS and their
absorption spectra in UV-visible region, as well as considering the data

provided by literature [6,7,29-36].

2.5. Statistical Analysis

Statistical comparison was performed using GraphPad Prism 5. (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Variables were expressed as mean and
standard deviation (SD). The comparisons between the means in each assay
were performed by one-way analysis of variance (ANOVA) at a 95%
confidence level. Tukey’'s multiple comparison post-hoc test was applied to

determine the differences amongst extraction yields. Data points plotted in
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Figures 5 and 6 represent the means of at least three independent

experiments, each conducted in triplicate.

3. Results and Discussion

3.1. Phytochemical profiling of Peumus boldus methanol extract

Figure 1 shows the structure of the two main types of alkaloids present in P.
boldus. In Figure 2 an illustrative chromatogram is shown for the methanol
extract (control solvent) of P. boldus registered at 304 nm. Peaks were
numbered according to its elution order from 1 to 31. As summarized in Tables
1 and 2 as well as Figures S1-S4, identification was based on UV spectra
obtained by HPLC-PDA, comparison of the retention times with available
standards, accurate masses (HPLC-QTOF-MS/MS) and MS/MS spectra
(HPLC-IT-MS/MS). Therefore, these chromatographic analyses allow the
identification of nine alkaloids. Among these compounds, six were identified as
aporphines: laurolitsine, isoboldine, boldine, isocorydine, laurotetanine and N-
methyllaurotetanine; and three were identified as benzylisoquinoline
derivatives: coclaurine, N-methylcoclaurine and reticuline. Additionally, 22
phenolic compounds were identified by HPLC-IT-MS/MS in Boldo leaf extracts
(Table S1). Most of them had been previously reported by Simirgiotis and
coworkers [6], who identified 52 phenolic compounds in male and female

Boldo trees. As expected, since this author used aqueous extraction, a greater
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presence of proanthocyanidins oligomers (19 trimers + tetramers) is plausible.
Also, a greater number of tri and tetra-glycosides of quercetin, isorhamnetin

and kaempferol was observed.
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Figure 2. Representative HPLC-PDA trace of Peumus boldus leaf extract
obtained with methanol. The trace corresponds to the signals recorded at 304
nm. Numbers refers to the compounds listed in Tables 1 and 2. HPLC

separation was performed in reverse phase under gradient.
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Table 1. Alkaloids identified from P. boldus with the high-performance liquid
chromatography coupled with lon Trap mass spectrometry (HPLC-IT-MS/MS)

method in positive ionization mode.

Peak tr A Identified [M+H]* MS/MS Ref.

* (min) Max compound m/z Fragments
(nm)

6 15.2 281, coclaurine 286.1 269.0, 237.0, [29,
302 209.0, 175.0 30]

7 15.8 283, N-methylcoclaurine 300.1 269.1, 237.1, [29,
303 209.0, 175.0 31]

8 16.3 282, laurolitsine 314.0 265.0, 297.1 [32]
302

9 17.3 281, isoboldine 328.1 2971, 265.0, [31,
302 237.1, 165.0 33]

10 17.8 280, boldine 328.1 2971, 265.0, [29,
303 237.0, 205.0 34]

15 21.0 265, reticuline 330.0 192.1, 1751, [31,
282 137.0 36]

21 24.6 266, isocorydine 342.1 296.1,279.1,264. [37]
303 0, 2481,

27 26.8 283, laurotetanine 328.1 311.1, 2791, [29,
302, 248.1, 219.1, 32]

1911

28 27.5 282, N- 342.2 311.1, 296.1, [29,

303 methyllaurotetanine 280.1, 265.1, 32]
253.1, 2371

* Peak numbers are the same as the ones depicted in Figure 2. Bold values represent
the base peak of the mass spectra.

160



Table 2. Alkaloids identified from P. boldus with the high-performance liquid chromatography coupled with

quadrupole time-of-flight high-resolution mass spectrometry (HPLC-QTOF-MS/MS) method in positive ionization

mode.
Peak* tr Identified Formula Mass Mass Error [M+H]* MS-MS
(min) compound Experimental Calculated ppm m/z fragments
6 25.64 Coclaurine C17H1eNO3 285.13653 285.13649 0.14 286.14390 269.11697, 237.09093,
209.09577, 175.07523
7 26.12 N- C18H21NO3 299.15228 299.15214 0.47 300.15937 269.11659, 237.09041,
methylcoclaurine 209.09544, 175.07485
8 26.51 Laurolitsine C1gH1aNO4 313.13133 313.13141 0.26 314.13859 297.11174, 265.08608,
209.09629, 165.06924
9 27.50 Isoboldine C19H21NO4 327.14718 327.14706 0.38 328.15444 297.11182, 265.08594,
237.09035, 165.06932
10 27.55 Boldine C19H21NO4 327.14716 327.14706 0.31 328.15445 297.11248, 265.08617,
237.09124, 205.06469
15 27.41 Reticuline C19H23NO4 329.16323 329.16271 1.6 330.17059 192.10222, 175.07548,
137.05999
21 30.02 Isocorydine C20H23NO4 341.16282 341.16271 0.32 342.17014 296.10428, 279.10209,
264.07821, 248.08325
27 30.08 Laurotetanine C19H21NO4 327.14735 327.14706 0.9 328.13587 311.12739, 279.10199,
248.08321, 191.08531
28 32.55 N-Methyl- C20H23NO4 341.16313 341.16271 1.23 342.17048 311.12849, 296.10546,
laurotetanine 280.11149, 265.08649

* Peak numbers are the same as the ones depicted in Figure 2. Bold values represent the base peak of the
mass spectra.



3.1.1. Identification of P. boldus phenolic compounds

In our study, compounds corresponding to the chromatographic peaks 1, 2
and 5 show molecular ions [M + H]* at m/z 579 and the characteristic MS/MS
ion fragment at 291, suggesting that these compounds are procyanidin dimers
of catechin or epicatechin (compounds corresponding to the chromatographic
peaks 3 and 4, m/z 2904 and 291.1). In a previous work, after
phloroglucinolysis, we demonstrate that the structure of such compounds
corresponds to catechin-derived procyanidins [18]. Compounds corresponding
to the chromatographic peaks 11, 16, 17, 18, 23, 25, 26 were identified as
luteolin derivatives. Compound corresponding to chromatographic peak 11
was identified as luteolin-pentosyl-glucosyl-rhamnose with molecular ion [M +
H]* at m/z 727.2. MS/MS data confirm a loss of 132 amu (dehydrated pentose)
and a subsequent loss of 162 amu (hexose) and 146 amu (rhamnose). Peak
16 was identified as luteolin 3-O-rutinoside with molecular ion [M + H]" at m/z
595.1. MS/MS data confirm a loss of 162 amu (hexose) and 146 amu
(rhamnose). Peak 17 was identified as luteolin dipentosyl rhamnoside with
molecular ion [M + H]" at m/z 697.2. MS/MS data confirm a sequential loss of
two 132 amu (dehydrated pentose) and 146 amu (rhamnose). Compound
corresponding to peak 18 was identified as luteolin 7-O-rutinoside with
molecular ion [M + H]* at m/z 595.1. MS/MS data confirmed a loss of 162 amu
(hexose) and 146 amu (rhamnose). Peak 23 was identified as luteolin with

molecular ion [M + H]" at m/z 286.2. Peak 25 was identified as luteolin
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glycoside with molecular ion [M + H]* at m/z 595.1. However, MS/MS data do

not allow to confirm its identity. Compound 26 was identified as luteolin

dirhamnoside with molecular ion [M + H]* at m/z 579.1. MS/MS data
confirmed a sequential loss of two 146 amu (rhamnose). Compound

corresponding to peak 12 was identified as hesperidin-7-O-rhamnoglucoside

with molecular ion [M + H]*at m/z 611.1. MS/MS data confirm a loss of 162
amu (hexose) and a subsequent loss of 146 amu (rhamnose). Peak 14 is a
quercetin derivative with molecular ion [M + H]* at m/z at 581.1. MS/MS data
of this compound suggested a loss of 132 amu corresponding to dehydrated
pentose and a subsequent loss of 146 amu (deoxyhexose), giving the
diagnostic fragment of quercetin at m/z 303 in positive mode. This compound
was reported previously as quercetin pentosyl-rhamnose [6]. Peaks 13, 19, 24
and 29 were tentatively identified as myricetin derivatives. Peak 13 was
identified as myricetin-rhamnosyl-glucosyl-pentoside with molecular ion [M +
H]* at m/z 757.2. MS/MS data confirm the sequential loss of 132 amu
(dehydrated pentose), 162 amu (hexose) and 146 amu (rhamnose). Peak 19
was identified as myricetin-rhamnosyl-hexose with molecular ion [M + H]* at
m/z 625.2. MS/MS data confirm the sequential loss of 162 amu (hexose), and

146 amu (rhamnose). Peak 20 was identified as myricetin pentosyl-hexosyl-

rhamnoside with molecular ion [M + H]* at m/z 727.1. MS/MS data confirm the

sequential loss of 132 amu (dehydrated pentose), and 162 amu (hexose) and
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146 amu (rhamnose). Compound corresponding to peak 24 was identified as

myricetin-rhamnosyl-pentoside with molecular ion [M + HI* at m/iz 595.2.
MS/MS data confirm the sequential loss of 132 amu (dehydrated pentose),

and 146 amu (rhamnose). Peak 29 was identified as myricetin-dirhamnoside

with molecular ion [M + H]* at m/z 609.1. The MS/MS data confirm the

sequential loss of two 146 amu (rhamnose). Peak 14 was identified as

quercetin pentosyl-rhamnoside with molecular ion [M + H]* at m/z 581.1.
MS/MS data confirm the sequential loss of 132 amu (dehydrated pentose),

and 146 amu (rhamnose). Peak 22 was identified as isorhamnetin rhamnosyl-

glucosyl-rhamnoside with molecular ion [M + H]* at m/z 771.2. MS/MS data
confirm the sequential loss of 146 amu (rhamnose), 162 amu (hexose) and
146 amu (rhamnose). Peaks 30 and 31 are kaemferol glycosides. Peak 30

was identified as kaempferol-3-O-glucosyl-rhamnosyl-rhamnose  with

molecular ion [M + H]* at m/z 741.2. MS/MS data confirm the sequential loss
of 132 amu (dehydrated pentose) and two 146 amu (rhamnose). Peak 31 was

identified as kaempferol-3-O-coumaroyl-rhamnoside with molecular ion [M +

H]* at m/iz 595.1. MS/MS data confirm the loss of 308 amu (coumaroyl

glucoside moiety).
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3.1.2. Identification of P. boldus Alkaloids.

As is shown in Tables 1 and 2, for compounds corresponding to the peaks 6
and 7 in positive ionization mode, the molecular formulas of ions at m/z

285.13653 and 299.15228 were predicted as C17H19NO3 and C18H21NO3.

In HPLC-PDA-IT-MS/MS analysis, peaks 6 and 7 shown precursor ions at

286.1 [M + H]* and m/z 300.1 [M + H]* yielded the MS/MS fragments ions at
mlz 269, which correspond to the loss of NH3 and CH3NH2, respectively.
These data agrees with the fragmentation patterns of coclaurine and N-
methylcoclaurine [29-31]. In addition to this fragmentation pattern, these
compounds suffer neutral loss of CH30H, which explain the fragment ion at
ml/z 237. Subsequently this last fragment gave the ion at m/z 209
corresponding to —CO loss. Fragment ion at m/z 175 could be explained by
the cleavage of the double bond present in the mother fragment ion at m/z
269. Finally, B-cleavage of the fragment ion at m/z 269 explain the origin of
the ion fragment at m/z 137 (see scheme in Figure S4). On the other hand, for
compound corresponding to peak 8 in positive ionization mode, the molecular

formula of ion at m/z 313.13653 was predicted as C18H19NO4. In HPLC-

PDA-IT-MS/MS analysis, peak 8 show a precursor ion at m/z 314 [M + H]+

and in MS/MS gave a fragment ion at m/z 297 corresponding to the loss of 17

Da [MH + NH3]* and a main fragment ion at m/z 265 generated by the
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sequential loss of two methyl radicals. Subsequently this last fragment gave
the ion at m/z 237 corresponding to —CO loss. These data suggest that peak 8
is laurolitsine [32]. For compounds corresponding to peaks 9 and 10 in
positive ionization mode, the molecular formulas of ions at m/z 327.14718 and

327.14716 were predicted as C19H21NO4 and C19H21NO4. In HPLC-PDA-

IT-MS/MS analysis both compounds share the same molecular ion at m/z
328.1 [M + H]* and in MS/MS gave the same fragments ions at m/z 297 [MH

+ H-31]+ corresponding to the loss of 31 Da from CH3NH2 and also a main

fragment ion at m/z 265 [M + H-31—32]+ and m/z 237 [M + H—31—32-28]+,
generated by the sequential loss of two methyl radicals and 28 Da from —CO
loss, respectively. These data and the comparison of elution order for
standards in C-18 columns suggest that the identity of peaks 9 and 10 could
unambiguously be assigned to isoboldine and boldine [29,31,33,34]. For
compound corresponding to peak 15 in positive ionization mode, the

molecular formula of ion at m/z 329.16323 was predicted as C19H23NO4. In
HPLC-PDA-IT-MS/MS analysis, peak 15 showed a molecular ion at m/z 330
[M + H]™ and in MS/MS a prominent product ion at m/z 192 [M + H-138]",

which is consistent with the loss of C ring with methoxyl and hydroxyl groups

previous to a putative loss of 31 Da from CH3NH2 (very low abundance of

fragment at m/z 299). In addition, fragment ion at m/z 192 is a diagnostic ion

used to confirm the presence of a methoxyl and hydroxyl groups at the A ring
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in benzylisoquinoline alkaloids [31,35,36]. According with MS data, peak 15 is
reticuline. For compound corresponding to peak 21 in positive ionization
mode, the molecular formula of ion at m/z 341.16282 was predicted as

C20H23NO4. In HPLC-PDA-IT-MS/MS analysis, peak 21 showed a molecular

ion at m/z 342.1 [M + H]*, ions at m/z 311 and 296 in MS/MS product and a
prominent fragment ion at m/z 279 caused by the sequential loss of CH3NH2
and a methoxyl radical. Fragments ions at m/z 264 and m/z 248.1 correspond
to the consecutive loss of two methyl groups. According to these data, the
identity of peak 21 is assigned to isocorydine [36]. For the compound
corresponding to peak 27 in positive ionization mode, the molecular formula of

ion at m/z 327.14735 was predicted as C19H21NO4. In HPLC-PDA-IT-MS/MS

analysis, peak 27 yielded a molecular ion [M + H]* at m/z 328 and MS/MS ion

at m/z 311 corresponding to the loss of 17 Da [MH + NH3]*. The ion fragment
at m/z 279 is generated by a sequential loss of two methyl radicals, whereas
the fragment ion at m/z 248 could be generated by the loss of a methoxyl
group. These data and the elution time suggest that this peak is laurotetanine.
Similarly, for peak 28 in positive ionization mode, the molecular formula of ion

at m/z 341.16313 was predicted as C20H23NO4. In HPLC-PDA-IT-MS/MS

analysis, peak 28 shown a molecular ion [M + H]* at m/z 342. In MS/MS, this

compound afforded the product ion at m/z 311 [MH+H-31]* corresponding to

the loss of 31 Da from CH3NH2. The observed fragments ions at m/z 296, 280
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and 265 are coherent with the consecutive loss of three methyl groups. These
data and the elution time suggest that this peak is N-methyl-laurotetanine
(rogersine) [29,32]. Proposed fragmentation of aporphine alkaloids of P.

boldus can be observed in the scheme presented in Figure S5.

3.2. Extractability of boldine from Peumus boldus leaves with diverse

NADES

Once identified the characteristic alkaloids in Boldo leaves, their extraction
with seven selected NADES was evaluated (Table 3). [25-28,37—43]. The
efficiency of these NADES was compared with methanol and water. If the
literature related to Boldo extraction is carefully reviewed, it can be seen that
both methanol and ethanol are conventionally used solvents and therefore we
selected methanol as the control solvent (Table 4). For example, Rogalisnki
and coworkers [44], evaluated the performance of boldine extraction using hot
pressurized water and supercritical CO2 compared with methanol extraction.
Also in the work of Fuentes-Barros [7], the extraction of P. boldus alkaloids for
HPLC analysis was performed with methanol. As in shown in Figure 3b, in the
chromatogram obtained with NADESG6, boldine appeared at around tR = 18
min. For the quantitative analysis of boldine in the different NADES extracts,

we used a UV signal (304 nm) from HPLC-DAD-IT/MS (Figure 3a, b)
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Table 3. Composition of the Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) used

in the present study.

Component Component Molar Water Ref.
Code 1 (HBD) 2 (HDA) Ratio (%)
NADES1 Choline 1,2- 1:3 20% [25, 37-
chloride propanediol 43]
NADES2 Choline Glycerol 1:2 20% [25, 28,
chloride 38]
NADES3 Choline Lactic acid 1:2 20% [25-28]
chloride
NADES4 Choline Levulinic 1:1 20% [25-28]
chloride acid
NADES5 L-Proline Citric acid 1:2 20% [25-28]
NADES6 L-Proline Oxalic acid 1:1 20% [25-28]
NADES7 L-Proline Levulinic 1:1 20% [25-28]
acid

Table 4. Bibliographic data on the efficiency of various methodologies
regarding boldine recovery from P. boldus.

Extraction method, analysis Boldine Reference
yields
Ethanolic extract, HPLC 0.14% [10]
European Pharmacopoeia, HPLC-UV 0.016 to [45]
0.059%
European Pharmacopoeia, HPLC-UV 0.01to [46]
0.05%
European Pharmacopoeia, HPLC-UV 0.06% [47]
European Pharmacopoeia, UHPLC-MS/MS 0.01to [71
0.018%
UAE (water) 23 W/cm2, 36°C, 40 min 0,148 % [48]
MAE (water) 200 W, 7.5% S/L, 56 min 0,122% [49]
NADESG6: Proline-oxalic acid, 340 rpm, 0.24% This work

50°C, 50 min, HPLC
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Figure 3.

Peumus

lllustrative HPLC-PDA chromatograms of boldine standard (a) and

boldus leaves extracted with NADES6 (b). HPLC-IT/MS

chromatograms of boldine standard and Peumus boldus leaves extracted with

NADES6

(c). HPLC separation was performed in reverse phase under

gradient. The trace corresponds to the signals recorded at 304 nm.
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So, in Figure 4 and 5 are illustrated the chromatographic profiles obtained
with NADES 1-7 compared with the methanol extract. A prominent peak of
boldine (tr = 17.8 min) can be observed for NADESG in the UV trace (304 nm)

and IT-MS detection ([M+H]* = 328.1).

Control (methanol)
NADES1 (Choline chlride-1,2-propanediol)

NADES4 (Choline chloride-levulinic acid)
NADESS (Proline- citric acid)

NADESG (Proline-oxalic acid)
ﬁ NADES7 (Proline-levulinic acid)

o

I

L

Figure 4. HPLC-PDA chromatograms of the alkaloids from Peumus
boldus leaves extracted with different NADES solvents. HPLC
separation was performed in reverse phase under gradient. The trace

corresponds to the signals recorded at 304 nm.
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Figure 5. Representative HPLC-ESI-IT-MS chromatograms of the alkaloids
from Peumus boldus leaves extracted with different NADES solvents.
Control solvent (methanol) correspond to the chromatogram depicted in the

first frame traced in blue color.

Figure 6 presents the quantitative analysis of boldine, where it is clear that
methanol is two-times more efficient than NADES1, NADES2, NADESS,

NADESS5 and NADES7 (0.1533 mg, 0.1607 mg, 0.1291 mg, 0.1473 mg and

0.1650 mg g‘1 dry plant). NADES1 and NADES2 are alcohol-based solvents
with polarity quite similar to ethanol [26-28]. Interestingly, we found two

NADES that enable better extraction of boldine from Boldo leaves. These
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solvents were NADES4 (choline chloride-levulinic acid, 1:1) and NADES6
(proline—oxalic acid, 1:1) with 0.4270 mg and 2.3615 mg of boldine per gram of
plant, respectively. From these results, it is remarkable that boldine extraction
with NADESG is eight-times more efficient than methanol. Moreover, boldine
extraction yields varied greatly depending on the type of HBD used for
NADES preparation. For instance, the alcohol based NADES exhibited poor
extraction capacity, reaching only 54% alkaloids in comparison with methanol.
On the other hand, the extraction efficiencies of carboxylic acid-based such as
NADES4 and NADESG6 were significantly higher than other NADESSs, as well

as methanol.

{mgig plant)

boldine

l” .” . ‘ .” D~ l”
& ¥ ¥ "o"o’ "o’ & ¢' o" co’
& & -}’

¢°.{,¢ d‘.;!'o“ +J”o€’ “{,&o‘

Solvents

Figure 6. Effect of different NADESs on the extraction of boldine from
Peumus boldus leaves with using heat + stirring (H+S, blue bars) and

ultrasonic assisted extraction (UAE, green bars). In all extraction performed
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with NADES 1-7, 20% water was added to reduce viscosity. White and black
bars correspond to extraction performed with water and methanal,

respectively.

These results are in agreement with the results published by Duan and
coworkers [37], for other types of alkaloids such as jatrorrhizine
hydrochloride, palmatine hydrochloride and berberine hydrochloride from
herb Berberidis Radix. The differences observed between NADESs and
MeOH can be due to the lack of extractability of partially ionized compounds
by MeOH, where electrostatic interactions could significantly contribute to
their extraction [38]. Then, when this result is compared with other extraction
methods [7,10,45-49], it is observed that the extraction performance for
boldine is still more efficient than the other extraction procedures based on
conventional solvents (Table 4). This difference can be explained by the
variations in the substrate, the extraction procedure or method of analysis.
With respect to the extraction process, the difference may be due to the
limited selectivity of the adopted method and the resulting contamination of
the alkaloid fraction and -at least in part- to the improvements in the
solubility of the alkaloids. The latter can be explained by the increase in the
solvation of non-polar organic solvents for alkaloids (naturally present as salts
in Boldo leaves) after pH adjustment of aqueous alcohol solutions in the

pretreatment steps. For instance, in acidic conditions, boldine is protonated
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and its water solubility is significantly better than in the neutral solvent

[26,37].

3.3. Extraction yields of total polyphenols from Peumus boldus leaves

In Figure 7, it is observed the results obtained for total content polyphenols
(TPC) are expressed as gallic acid equivalents (GAE). The best yield for the
extraction of total polyphenols was again obtained with the NADES6 (L-
proline: oxalic acid). Interestingly, no significant difference was observed in the
results of TPC between heating + stirring extraction (179.442 + 3.79 mg g™’
GAE dw) and UAE extraction (172.659 + 2.55 mg g~ GAE dw). Moreover, the
TPC in extracts obtained with control solvent (methanol) does not show
significant differences with NADES6 (one-way ANOVA, p < 0.05), suggesting
that NADES6 could be used to replace methanol. On the other hand, our
results showed that H2O, NADESs 1-4 and 7 were less suitable for the
extraction of polyphenols. Since high viscosity of NADES is one of the main
drawbacks for its use, it is worth mentioning that in all the extractions
performed in the present study the viscosity was reduced by adding a
maximum of 20% of water (Table 3). It has been reported that this strategy
does not alter the supramolecular NADES network; on the contrary, it has a
dramatic effect by increasing the mass transfer and mobility of the molecules

[41,42]. Therefore, the addition of water combined with temperature help to
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reduce the strong intermolecular interactions ruled by the H bond network in

eutectic solvents [43,50].

200+
150+

1004

TPC (mg GAEIg)

50+

solvents

Figure 7. Effect of different NADESs on the extraction of polyphenols from
Peumus boldus leaves using heat + stirring (H+S, blue bars) and ultrasonic
assisted extraction (UAE, green bars). In all extraction performed with
NADES 1A7, 20% water was added to reduce viscosity. White and black
bars correspond to extraction performed with water and methanal,

respectively.

NADESs prepared with levulinic acid-choline chloride- or 1, 4 butanediol also
give good results and could be used too in combination with more exhaustive
methods such as ultrasound and microwave-assisted extraction [49-51]. In the
case of TPC, NADES6 (H+S and UAE) does not shown significant differences

when compared with control solvent (methanol) and could be used as a greener
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replacement for this solvent (Figure 7). It should be noted that viscosity and
negligible volatility of NADES are two properties that constitute a disadvantage
compared to traditional solvents (methanol or ethanol). This disadvantage has
led to profusely search new eutectic solvents with low viscosity. On the other
hand, the volatility of traditional solvents allows their distillation, but in turn it is
an environmental problem since they can cause air pollution and cause damage
to human health. While it is true, solvents such as water, ethanol or methanol
are cheaper and widely used solvents, they have some additional drawbacks.
In particular, although they can be as efficient as a NADES, these alcohols have
the serious disadvantage of being flammable and in cases where large-scale
extraction processes must be scaled, they are considered to be dangerous.
Nevertheless, it is clear that there are several points of debate regarding the
use of NADES which require attention in the future. For instance, it is
necessary to know more about the toxicity and permanence of NADES
residues in the environment (degradation) and how these residues could affect
living organisms. Furthermore, the use of NADES as bio-compatible solvents
require to know if they affect the bioactivity of the bioactive products. The
removal or recovery of NADES are points frequently addressed in recent
publications. However, several strategies have been proposed. For instance,
Liu and coworkers [52] reported the application of counter-current separation
(CCS) to recover secondary metabolites from NADES. They also propose use

CCS to recycle NADES because it remains intact after CCS and can be
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extruded from the column of high-speed counter current chromatography
(HSCCC) apparatus. Liquid-Liquid extraction also has been recently proposed
by Smink et al. [53]. Other methods such as ultrafiltration, precipitation, solid

phase extraction and electro-dialysis have been reported for NADES [54-58].

4. Conclusions

In this work, advanced analytical methods have been used to carry out a
thorough characterization of a P. boldus extracts. In this report, the identity
of main P. boldus alkaloids and phenolics compounds was confirmed by
HPLC coupled to DAD-IT-MS/MS and Q-ToF HRMS. Finally, from our
results, it can be concluded that NADESSs are a potential green alternative to
conventionally used organic solvents as extraction media to improve the
extraction of alkaloids and phenolic compounds. Among the NADESSs tested
in our study, proline-oxalic acid (1:1) with 20% water was the most
promising solvent, attaining higher extraction yields of boldine and TPC from
P. boldus leaves. Overall, an adequate fine-tuning of HBD/HBA components
in a NADES is a powerful strategy that allows us to perform selective
extractions of certain molecules with pharmacological interest. This latter,
along with its superior extraction efficiency and reduced environmental and
lower economic impacts, make NADESSs an interesting alternative to organic

solvents for the extraction of Boldo bioactive metabolites.
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Supplementary material:

Table S1: HPLC IT-MS and MS/MS data for P.

and their proposed structures.

boldus phenolics compounds

Peak tr [M-H]* MS-MS fragments A Identified compound
# (min) m/z Max (nm)
1 3.1 579.1 560.9, 453.0, 427.0, 409.0, 291.0, 280 procyanidin dimer
247.0, 163.0
2 35 579.1 561.1, 453.1, 427.0, 409.0, 291.0, 280 procyanidin dimer
246.9
3 43 290.4 272.0, 244.0, 226.0, 208.0, 123.0 279 catechin
4 5.1 291.1 273.0, 165.0, 139.0, 123.1 280 epicatechin
5 8.4 579.2 561.0, 525.1, 453.0, 427.0, 409.0, 280 procyanidin dimer
332.9, 300.9, 291.0
11 19.0 727.2 595.0, 433.0, 287.0 267, 288, 349 luteolin-pentosyl
glucosylrhamnose
12 19.8 611.1 449.0, 303.0 263, 289 sh, heperidin-7-O-
354 rhamnoglucoside
13 20.6 757.2 625.0, 463.0, 317.0 263, 290 sh, myricetin-rhamnosyl-
354 glucosyl pentoside
14 20.9 581.1 449.0, 303.0 264, 290, 353 quercetin pentosyl-
rhamnoside
16 21.6 595.1 433.0, 287.0 264,291 sh, luteolin 3-O-rutinoside
352
17 221 697.2 565.0, 433.0, 419.0, 383.0, 353.0, 264, 292 sh, luteolin dipentosyl
287.0 348 rhamnoside
18 231 595.1 433.0, 287.0 270, 284, 351 luteolin 7-O-rutinoside
19 23.4 625.2 463.0, 316.9 266, 288 sh, myricetin rhamnosyl-
351 hexose
20 23.8 7271 595.0, 463.0, 413.0, 317.0 265, 289, 352 quercetin pentosyl di-
rhamnoside
22 24.9 771.2 625.0, 463.0, 317.0 264, 290 sh, isorhamnetin rhamnosyl-
349 glucosyl-rhamnoside
23 251 286.2 269.0, 237.0, 175.0, 143.0 264, 282 sh, luteolin
349
24 595.2 463.0, 317.0 265, 288 sh, myricetin rhamnosyl-
25.6 353 pentoside
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595.1 463.0, 317.0, 287.0 266, 289 sh, luteolin rhamnosyl-

25.8 346 pentoside
26.4 579.1 433.0, 287.0 265, 315,344 luteolin-dirhamnoside
27.7 609.1 463.0, 317.0 264, 317, 348 myricetin hexoxyl-
rhamnose
28.0 741.2 609.1, 595.0, 463.0, 445.0, 317.0 267, 348 kaempferol-3-O-glucosyl-
rhamnosyl-rhamnose
43.2 595.1 308.9, 286.9 268, 304 sh, kaempferol 3-O-coumaroyl-
314 glucoside

Table S2: HPLC QTOF-MS for the phenolics compounds of P. boldus and

their proposed structures.

Peak tr Formula Mass Mass Error Identified
* experimenta Calculated ppm compound
I
1 3.1 C30H26012 578.14142 578.14243 1.74 procyanidin dimer
2 3.5 C30H26012 578.14152 578.14273 1.21 procyanidin dimer
43 C15H1406 290.07839 290.07904 2.21 catechin
4 51 C15H1406 290.07839 290.07904 2.24 Epicatechin
13 20.6 C33H40020 756.20935 756.21129 2.57 myricetin-rhamnosyl-
glucosyl pentoside
17 221 C34H32016 696.17072 696.16903 1.68 luteolin dipentosyl
rhamnoside
19 234 C2gH32016 624.16833 624.16903 1.14 myricetin rhamnosyl-
hexose
24 25.6 C30H26013 594.13636 594.13734 1.67 myricetin rhamnosyl-
pentoside
30 28.0 C33H40019 740.21449 740.21638 2.55 kaempferol-3-O-
glucosyl-rhamnosyl-
rhamnose
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Figure S1: MS-MS spectra of P. boldus alkaloids. The spectra correspond to:
(a) coclaurine, (b) N-methylcoclaurine, (c) laurolitsine, (d) isoboldine, (e)
(f) (9) (h) (i)

methyllaurotetanine,

boldine, reticuline, isocoridine, laurotetanine N-
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Figure S3: QTOF MS/MS spectra of P. boldus alkaloids. The spectra

correspond to: (a) coclaurine, (b) N-methylcoclaurine, (c) laurolitsine, (d)
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isoboldine, (e) boldine, (f) reticuline, (g) isocoridine, (h) laurotetanine (i) N-

methyllaurotetanine.
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Figure S4. General scheme of fragmentation for isoquinoline alkaloids identified
in P. boldus. Numbers between round brackets correspond to the alkaloids listed

in Table 1 and 2 in the main manuscript.
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Capitulo 3: Seccion 2

Titulo:

Evaluacion de diferentes actividades farmacologicas de los extractos de

Peumus boldus utilizando la estrategia de sustraccion quimica.

Resumen:

La cromatografia de particion centrifuga en el modo refinamiento de zona de
pH, es una técnica preparativa que permitié separar los alcaloides y los
polifenoles de un extracto total de boldo obtenido mediante extraccion soxhlet.
Se obtuvo 2 fracciones, la primera corresponde al extracto knock-out
(alcaloides), un total de 8 alcaloides fueron identificados y separados del
extracto total, en donde habia 9, solo 1 (reticulina), no fue aislado. Y la
segunda fraccion corresponde al extracto knock-out de alcaloides
(polifenoles), en donde se identificaron tentativamente 22 compuestos
polifenolicos, y algunos alcaloides como reticulina fueron detectados pero en
concentraciones bajo el limite de deteccion. Para estos extractos se probo
diferentes actividades biologicas. En cuanto a la citotoxicidad en células AGS
y el ensayo del cometa con linfocitos, para ambos el extracto knock-out (sélo
alcaloides) fue moderadamente citotoxico y genotoxico a concentraciones

mayores o igual a 0.672 mg/mL y 0,280 mg/mL respectivamente. Por otro,
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lado los polifenoles del boldo (knock-out de alcaloides) mostraron que
protegen las células AGS hasta una concentacidon de 1.96 mg/mL, asi como
también no producen un dafio en el ADN. Lo anterior se deberia a su alto

poder antioxidante.

1. Materiales y métodos

1.1 Reactivos y solventes

Acetonitrilo, metanol, acido formico, formiato de amonio, y metanol, fueron de
grado HPLC y n-propanol, acetato de etilo, n-heptano, etanol de grado
analitico fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania). El agua ultrapura
fue producida por un dispositivo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.). El
estandar analitico de Boldina (> 99%), agarosa, PBS, cloruro de sodio, EDTA,
trietilamina, acido acetico, hidréxido de sodio, &cido clorhidrico, Acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-carboxilico (Trolox), y el 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), tritdn, sal de fluoresceina sodica, hidrobromuro de
galantamina, Histopaque -1119, Histopaque -1077 fueron proporcionados por
Sigma (St. Louis, MO, USA.). El suero fetal bovino (FBS, Corning),
resazurina, células AGS, fueron donados por el Dr. Edgar Pastene.

Los linfocitos se extrajeron de la siguiente manera: se agregé 3 ml de
HISTOPAQUE -1119 a un tubo de centrifuga conico de 15 ml. Con cuidado se
superpuso 3 ml de HISTOPAQUE -1077, sobre el HISTOPAQUE -1119.

Cuidadosamente se superpuso 6 ml de sangre completa en el gradiente
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superior del tubo del paso 2. Se centrifugd a 700 x g durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego se retirarén los tubos de la centrifuga. Se
observaron dos capas opacas distintas. (capas A y B). Luego se apir6 y
desecho el liquido dentro de 3 mm de la capa A. Se transfieren las células de
esta capa a un tubo conico limpio de 15 ml. Se vuelve a aspirar y se desecha
el liquido dentro de los 3 mm de la capa B. Se transfieren las células de esta
capa a un tubo cénico limpio de 15 ml. Luego se lavan las células agregando
10 ml de solucion salina tamponada con fostato (PBS) a los tubos y
finalmente se centrifuga a 200 x g durante 10 minutos, se retira y se desecha

el sobrenadante y se tienen los linfocitos. (Boyum and Scand 1968)

1.2 Material vegetal

El material vegetal utilizado en éste estudio consistio en las hojas de Peumus
boldus (boldo), las hojas fueron secadas acorde a la metodologia descrita en

el capitulo 3 en el numeral 2.3 de la seccion 1.

1.3. Extraccién del material vegetal.

La extraccion del material vegetal se llevé a cabo utilizando un sistema
Soxhlet. En resumen, se pesaron 25.008 g del material pulverizado y se uso

metanol puro como solvente. El proceso se llevé a cabo hasta que se produjo
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el agotamiento del material vegetal (16 h). Luego, el metanol se eliminé a
presidon reducida (> 40 ° C) hasta sequedad, luego se liofilizé6 y se obtuvo

6,2911 g, que es equivalente a un rendimiento del 25,16%.

1.4. Aparato de CPC

Se utilizé6 un cromatografo de particion centrifugo Bio-Extractor Spot-CPC-
250-B (Armen, Francia) con un volumen total de 250 ml. Este sistema tiene
valvulas de conmutacién de cuatro vias que permiten la operacion en los
modos descendente o ascendente. El sistema CPC se conect6 a un sistema

SPOT.PREP Il (Armen, Francia), con UV integrado y colector de fracciones.

1.4.1. Refinamiento de la zona de pH usando CPC (pHZR CPC)

En el procedimiento de separacién mediante el refinamiento de la zona de pH,
se usO el sistema de disolvente de dos fases compuesto por: n-heptano:
acetato de etilo: n-propanol: agua (1: 3: 1: 3 v / v). La fase superior (que
contiene TEA 15 mM) se us6 como la fase estacionaria, mientras que la fase
inferior (acido acético glacial y acido férmico 100% en cantidad suficiente para
alcanzar una concentracion final de 3 mM cada uno) se usé como la fase
movil. La solucion de muestra se preparé disolviendo 500 mg de extracto de

boldo de soxhlet liofilizado, el que se pes6 en un tubo Falcon y se afiadieron
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10 ml de las fases, es decir, 5 ml de la fase superior o estacionaria y 5 ml de
la fase inferior o movil. Luego se agité vigorosamente hasta que la muestra se
disolvié por completo. El rotor de CPC se llen6 primero con 1,5 volumenes de
columna usando la fase superior con un flujo de 30 ml/min y rotacion de 500
rom. La fase mévil se bombed al sistema en modo descendente a flujo de 9
ml/min, mientras que la rotacion fue de 2000 rpm. Luego, la muestra
preparada anteriormente se inyectd a través de la valvula de inyeccion. En la
siguiente etapa de elucion, el aparato CPC se hizo rotar a 2000 rpm y con un
caudal de 12 ml/min se mantuvo durante 60 min. Finalmente, para la
extrusion la rotacion de redujo a 1200 rpm y el flujo se aumenté a 30 ml / min,
utilizando la fase superior para recuperar todos los productos del extracto
retenidos en el equipo. Las fracciones recogidas en tubos de 25 ml de
capacidad se monitorizaron a través de su espectro de absorcién, cuyas
longitudes de onda fueron A = 280, 308 y 360 nm Cromatdgrafo de liquidos
Armen Glider spot prep I, 56890 Saint-Ave, Francia). Las fracciones eluidas
se evaporaron a presion reducida por debajo de 40°C, y luego se secaron por

congelacion y se almacenaron a -20°C.

1.4.2. Determinacién del coeficiente de particion (Kd)

La determinacion del coeficiente de particion (Kd) se llevé a cabo disolviendo

5 mg de extracto e una mezcla de 5 mL de la fase superior sin TEA y 5 ml de
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la fase inferior sin acidos y equilibrada previamente. La mezcla se agité en un
embudo de decantacion y una vez separadas se llevaron a sequedad. Para
determinar la Kacid Y Kbasic se€ realizd el mismo procedimiento y ademas se
agrego a la fase superior organica el agente retenedor trietilamina (TEA),
cantidad suficiente para llegar a una concentracion final de 15 mM y a la fase
acuosa inferior se le agrega los desplazadores, acido acético glacial y acido
férmico 100% en cantidad suficiente para llegar a una concentracion final de 3
mM de cada uno. El valor de KD fue calculado como el area del pico del
compuesto en la fase inferior dividido entre el area del pico en la fase

superior.

1.5. Analisis e identificacion de las fracciones

Las fracciones de P. boldus fueron analizadas por HPLC-DAD-IT-MS y por
HPLC-Q-TOF, metodologia descrita en el capitulo 3 en el numeral 3.5. de la

seccion 1.

1.6. Preparacion de los extractos disefo (knock-ouft)

Se preparé una soluciéon de los 3 extractos de disefio liofilizados (total,
alcaloides y fraccion de “polifenoles” sin alcaloides. Para esto, se tomaron

35.2, 5,6 y 39.3 mg de cada extracto, respectivamente, y se solubilizaron en
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DMSO al 1% preparado con PBS al 1% para obtener una concentracién de
3520, 1120 y 3930 mg/L, respectivamente. Los extractos se sonicaron
durante 15 min. Posteriormente, las soluciones de extracto se filtraron en
condiciones estériles con un filtro de 0.2 ym para pruebas celulares y

capacidad antioxidante. Las soluciones se almacenaron a -20°C hasta su uso.

1.7. Ensayos bidlogicos

1.7.1. Ensayo de citotoxicidad con resazurina

Las células AGS se cultivaron en medio DMEM suplementado con suero
bovino fetal al 10% (FBS), una mezcla de antibidticos de 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. El cultivo se mantuvo a 37°C en una
atmésfera de 5% de CO2. Una vez que se alcanzo la confluencia, las células
se tripsinizaron con tripsina-EDTA 1X durante 5 minutos, a 37°C, obteniendo
una suspension celular que se conté en la camara de Neubauer por el método
de exclusién de azul de tripano.

Las células AGS se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracién
de 20,000 células por pocillo con medio DMEM suplementado. Las células se
incubaron a 37 ° C y 5% de CO:2 durante 24 horas. Posteriormente, se elimino
el medio de cultivo y se afiadieron las diferentes concentraciones de los
extractos de disefio en medio DMEM suplementado, para este propédsito se

realizé una dilucion en serie de las concentraciones preparadas. Las células
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fueron incubadas con las diferentes concentraciones de los extractos de
disefio durante 6 horas a 37°C y 5% de COz. Después se anadio resazurina al
1% v/v un volumen de 10 uL y se incub6 durante 1 hora. Luego del tiempo de
incubacion, las placas se leyeron a una longitud de onda de excitacion de 570

nm y emision de 600 nm en un lector TECAN.

1.7.2. Ensayo del cometa

Se realizé un ensayo de cometa similar a estudios anteriores (Salas 2014).
Los linfocitos se trataron con diferentes concentraciones de extracto durante 2
h, y la viabilidad celular> 75%, H202 (500 pg/ml) y DMSO (0,5%) se usaron
como controles positivos y negativos, respectivamente. Las células se
incrustaron en una agarosa de bajo peso molecular (LMP) y se fijaron en los
portaobjetos. Para la lisis de las membranas celulares, los portabjetos se
colocaron en cubetas con solucion de lisis por 1 h a 4°C, protegidos de la luz
(cubeta envuelta en papel aluminio). Transcurrido el tiempo los portaobjetos
se sumergen en la camara de electroforesis con una solucion alcalina muy
fria para producir la desnaturalizacion del ADN. A continuacion se procede a
realizar la electroforesis en condiciones alcalinas (pH 13), durante 20 minutos
a 25 V y 300 mA (el ADN migrara hacia polo positivo). Los portaobjetos se
retiran cuidadosamente de la cubeta y se sumergen brevemente en tampdn

de neutralizacion (0,4 mM Tris-HCI a pH 7.5). Las preparaciones deben ser

201



guardadas en cajas oscuras evitando luz directa y a temperatura ambiente.
Para la visualizacion de las células se tifieron agregando 20 pL de solucion de
ioduro de propidio (1mg/mL) sobre cada una de las preparaciones, y se
cubren con cubreobjetos. La visualizacion se realiza utilizando un microscopio
de fluorescencia, equipado con filtro de excitacién de 488 nm dando una
coloraciéon roja-anaranjada. Se analizaron al menos 100 células
seleccionadas al azar para cada grupo, por triplicad. Para cuantificar el dafio
del ADN, se calcul6 el porcentaje de ADN de la cola utilizando un sistema de

analisis de imagenes CASP (CaspLab, Polonia).

1.7.3. Actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa (AChE)

La actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa se midio utilizando el método
descrito por Ellman et al. (1961), con algunas modificaciones. Se miden 50 pL
de muestra preparada en metanol y buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.0 (1:1) y se
agregan en una microplaca de 96 pocillos y se diluyéo en serie veces.
Posteriormente se agrega 50 uyL de acetilcolinesterasa de Electrophorus
electricus 0.4 U/ml disuelta en albumina de suero bovino 0.1 %, la mezcla se
agité e incubd por 30 minutos a 37°C. Luego se adicion6 100 yL de sustrato
preparado de la siguiente forma: 4 mg de DNTB y 3.4 mg de ATCI (que es?,
incluir en reactivos) se disolvieron en 50 ml de tampon Tris-HCI con 0.1 M

NaCl y 0.02 M MgCl> 6H20. La placa se incubé por 15 minutos y se realiz6 la
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lectura a 405 nm. El hidrobromuro de galantamina se us6 como control

positivo.

1.8. Determinacion de la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se midié mediante el método DPPH y ORAC, cuyas
metodologias corresponden a los trabajos de Brand et al.,1994 y Ou et al.,
2013 con algunas modificaciones, las que estan descritas en el capitulo 2
numeral 1.8 de la seccion 2. Los resultados presentados son la media de 3

repeticiones.

1.9. Analisis estadistico

La comparacion estadistica se realiz6 con GraphPad Prism 5. (GraphPad

Software, San Diego, CA, EE. UU.).

2- Resultados y discussion

2.1. Seleccion del sistema de solventes

Para llegar al sistema de fases adecuado primero se realizaron varias
pruebas de otros sistemas de solventes utilizados para separar alcaloides que
fueran similares, ya que para este tipo de alcaloides en la bibliografia no hay

reportes para separar por medio de refinamiento de zona de pH. Se utilizdé un
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sistema de fases propuesto por Feng et al 2015, cuyo sistema de fases
hexano: acetate de etilo: MeOH: agua (3:7:1:9, v/v/v/v) en modo descendente
y uso como desplazadores TEA 20 mM en la fase superior y HClI 3mM en la
fase inferior, sin embargo, con este sistema de fases, los alcaloides eluyen
junto a los polifenoles. Esto es debido a que el acido desplazante es muy
fuerte. También se probd con un sistema de fases compuesto por metil tert-
butil éter, acetonitrilo y agua (4:1:5 v/v/v) (la fase acuosa inferior se acidifico),
que implementaron Renault y colaboradores, pero tampoco se obtuvieron
buenos resultados. Finalmente se probd otra fase utilizada previamente por
Toribio et al., 2007, en donde utilizd6 n-heptano: acetato de etilo: n-propanol:
agua y cuyas proporciones fueron (1:3:1:3 v/v/vlv), ademas se agrego
trietilamina (TEA) a la fase superior y los acidos acético y formico en la fase
inferior. En la tabla 1 se observan las concentraciones que fueron probadas

para llegar al sistema de fase adecuada.

204



Tabla 1. Experimentos de refinamiento de zona de pH 1 al 3, sistema de
solventes usando n-heptano: acetato de etilo: n-propanol y agua (1: 3: 1: 3

v/vivlv) con diferentes concentraciones de retenedor y desplazante.

Experimento Concentracion (mM) Concentracién
Del Retenedor (TEA) del desplazante
1 10 10 mM acido férmico
2 15 5 mM acido férmico + 5 mM
acido acético
3 15 3 mM acido férmico + 3 mM

acido acético

Finalmente cada fase de los sistemas se analiz6 por HPLC para calcular los
coeficientes de particion de los compuestos principales (boldina) y asi
estudiar el comportamiento de los compuestos en el sistema bifasico en
condiciones acidas y basicas, de esta manera se eligié el experimento tres
(tabla 1), los valores obtenidos para éste experimento se observan en la tabla
2, este sistema es adecuado para la separacién ya que de acuerdo con Ito
(to & Ma, 1996) un sistema bifasico adecuado para la separacion en
refinamiento de zona de pH es en el que en condiciones acidas la Kacid >>1 'y

en condiciones basicas la Kpasic << 1.
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Tabla 2. Coeficiente de particiéon para el alcaloide

Boldina
Kb 2,7
Kacid 30,1
Kbase 0,43

De esta forma el sistema de solventes utilizado fue n-heptano: acetato de
etilo: n-propanol y agua (1: 3: 1: 3 v/v/v/v) con concentracion 15 nm para el
retenedor TEA y para el desplanzante 3 mM para acido formico y acido

aceético.

2.2. Fraccionamiento del extracto de metanol de P. boldus por pHZR

CPC

La técnica de refinamiento de zona de pH se basa en el desplazamiento de
moléculas con diferencia de solubilidad de la forma ionizada y neutra. Los
sistemas de disolventes bifasicos requieren fases con polaridades muy
diferentes y generalmente se observa la formacion de picos rectangulares con
alta concentracion de analito en la zona central (lto & Ma, 1996). La
separacion se realiz6 en modo descendente, manteniendo velocidades de
rotacion relativamente altas y un caudal de velocidad media. Se obtuvieron 2
peaks que se observan en la Figura 1, donde al estar en condiciones
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descendentes el pH inicial es alcalino (aproximadamente 10), alli la fraccion
correspondiente a la eliminacion de alcaloides (polifenoles) se recogio y se
neutralizé rapidamente una vez que termino de eluir (5 minutos) para evitar la
degradacion y oxidacion de éstos. Luego, el pH fue disminuyendo a medida
que los alcaloides eluian hasta alcanzar un pH cercano a 2, momento en el

cual éstos dejan de acumularse (30 min).
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Figura 1. Registro de un refinamiento de zona de pH obtenido desde CPC, de
la separacion del extracto metandlico de Peumus boldus, cuyo peak a los 5
minutos corresponde al extracto knock-out alcaloides (solo con polifenoles) y

alrededor de los 30 minutos al extracto knock-out polifenoles (alcaloides)
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2.3. Analisis e identificacidén de las fracciones por HPLC-DAD-IT-MS/MS

y HPLC-DAD-QTOF

Mediante refinamiento de zona de pH se obtuvo dos fracciones: la primera
fraccion correspondiente a los tubos 3 al 7 en donde estaban presentes los
polifenoles se denomina knock-out de alcaloides (ver figura 3 y tabla 1S) y
segunda fraccion que corresponde a los tubos 15 al 17 posee los alcaloides
del boldo y se denomina knock-out de polifenoles (ver figura 4 y tabla 4). Se
puede observar un peak prominente que corresponde a la boldina. Esta es
primera vez que se hace este tipo de separacion para esta planta, en donde
se pudo separar los alcaloides de los polifenoles, si bien antes ya se habia
utilizado la cromatografia en contracorriente para separar alcaloides, la
diferencia radica en que aqui se utilizé un extracto crudo o total (figura 1) es

decir, no se separaron los alcaloides previamente.
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Figura 2. Cromatograma UV, en el extracto total de metanol (650 ppm) de P.

boldus usando un HPLC-DAD-IT-MS obtenido a 304 nm.

mAU 22

40

Figura 3. Cromatograma UV del extracto knock-out alcaloides (polifenoles) de

700 ppm de P. boldus usando un HPLC-DAD-IT-MS obtenido a 304 nm.
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Figura 4. Cromatograma UV del extracto de knock-out polifenoles de 700

ppm de P. boldus usando un HPLC-DAD-IT-MS obtenido a 304 nm.

Table 3. Alcaloides

identificados en el

extracto knock-out polifenoles

(alcaloides) mediante HPLC QTOF-MS/MS modo de ionizacidn positivo.

Peak* Formula Expgll'ia:lsental Ca:\gzlsast ed ig::lr [Mn:/g] Identified compound
6 C,,H,,;NO, 285.13621 285.13649 0.99 286.14349 Coclaurina

7 C,gH,,NO, 299.152189 299.15214 0.85 300.15937 N-methylcoclaurina
8 C,gH,;NO, 313.13016 313.13141 3.97 314.13859 Laurolitsina

9 C,,H,,NO, 327.14701 327.14706 0.16 328.15444 Isoboldina

10 C,,H,,NO, 327.14606 327.14706 3.04 328.15445 Boldina

21 C,,H,,NO, 341.16259 341.16271 0.34 342.17014 Isocorydina

27 C,,H,,NO, 327.14692 327.14706 0.44 328.13587 Laurotetanina

28 C,,H,,NO, 341.16240 341.16271 0.89 342.17048 N-Methyl

20" 23

laurotetanina
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2.4. Ensayos bidlogicos:

2.4.1. Ensayo de citotoxicidad

Los resultados de los extractos disefiados se pueden observar en la figura 5,
en donde el extracto de knock-out polifenoles (alcaloides) de P. boldus (Fig.
5A) redujo la viabilidad celular en mas del 50% a una concentracion de 0.672
mg/mL, asi también han reportado otros autores como Falé et al 2012., para
las células Hela, una concentracion de extracto de decoccion de P. boldus de
0.66 mg/mL fue capaz de reducir la viabilidad celular en un 50%. Los valores
de alrededor de 0.1 mg de extracto/mL se consideran toxicos (Oonsivilai et
al., 2008), pero el efecto depende en gran medida de las células utilizadas
(Cardenas et al., 2006). Esta toxicidad detectada puede atribuirse a la
presencia de boldina, ya que es el compuesto que esta en mayor proporcion
en el extracto de alcaloides obtenido en esta tesis. La toxicidad de boldina es
conocida (Stévigny et al., 2005), aunque no se puede descartar que el resto
de los alcaloides contribuyan en este aspecto. Lo anterior, se pudo comprobar
al utilizar un estandar de boldina, lo que se puede observar en la figura 5B.

Por otro lado, el extracto knock-out alcaloides (polifenoles) tiene efectos
citoprotectores. Este extracto no causa una disminucién apreciable en la

viabilidad celular (AGS) hasta una concentracion de 1.96 mg/ml (Fig. 5C).
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Finalmente, el extracto total mostré que a una concentracion de 1.98 mg/mL

disminuye la viabilidad celular en un 50%. (Fig.5D)
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Figura 5. Efecto citotdxico de las fracciones de P. boldus en células AGS.

Experimento realizado por cuadruplicado. (*p<0.05)
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2.4.2. Ensayo del cometa

El ensayo del cometa es un método altamente sensible para evaluar la
formacion y reparacion de dafios en el ADN. En la tabla 4 se muestra la
genotoxicidad en linfocitos humanos expuestos a extractos disefiados de
boldo, detectados por el ensayo del cometa. Se observa el promedio de los
datos, en donde si hay una diferencia significativa en comparacion con el
control con p <0.05 para el peréxido de hidrogeno, alcaloides y extracto total.
Estos resultados indican que existe un efecto genotdxico para los extractos de
alcaloides y total. Sin embargo, no hay una diferencia significativa en
comparacion con el extracto Knock out alcaloides (polifenoles), por lo que no
causan dafio a las células. El analisis estadistico se realizé mediante un
analisis de varianza de una via (ANOVA) con la prueba de Tukey para evaluar
diferencias significativas entre los grupos. Los valores de p <0.05 se

consideraron significativos.

En la Figura 6, se observa el dafio del ADN, en términos de fragmentacién del
ADN, lo que se determiné midiendo la longitud de la cola del cometa bajo un
microscopio. Las fotografias de dafio en el ADN observadas después del
tratamiento de células de linfocitos por P. boldus extracto corresponden a los
tratamientos a) Control; b) peréxido de hidrégeno (100 uM); c1 y c2) knock-
out (alcaloides) 0.28 y 0.56 mg/mL, d1 y d2) knock out alcaloides (polifenoles)

(0.983 y 1.97 mg/ml) y extracto total (0.50 mg/ml).
213



Tabla 4: Daio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis
de control, peroxido de hidrogeno (control positivo) y los extractos disefiados
knock-out polifenoles (alcaloides), knock-out alcaloides (polifenoles) y el total

(soxhlet) de hojas de Peumus boldus, (n=3, *p<0.05).

Extractos disenados % cola ADN DV
Control 3.77 2.5
Peréxido hidrogeno (100 pM)* 97.4 59
Knock-out polifenoles 95.6 4.3
(0.56 mg/ml)
knock-out polifenoles 87 11
(0.28 mg/ml)
knock out alcaloides 6.28 3.9
(1.97 mg/ml)
knock-out alcaloides 4.00 2.9
(0.983 mg/ml)
Tota, soxhlet (0.50 pg/ml) 96.8 4
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Figura 6. Imagenes del dafio en el ADN observado después del tratamiento

de células de linfocitos humanos con extracto disefiados de P. boldus a)
Control; b) peroxido de hidrégeno (100 uM); c1) knock-out polifenoles
(alcaloides) 0.28 mg/ml, c2) knock-out polifenoles (Alcaloides) 0.56 mg/ml d1)
knock-out alcaloides (polifenoles) 0.983 mg/ml, d2) knock-out alcaloides

(polifenoles) 1.97 mg/ml y e) extracto total soxlet (0.50 mg /ml).

2.4.3. Ensayo inhibicion de la acetilcolinesterasa

En la tabla 5 se observan los resultados obtenidos para los extractos
disefados de P. boldus, se puede observar que el extracto knock-out
polifenoles (alcaloides) son los que presentan mayor inhibicion de la
acetilcolinesterasa, cuando se compara con los otros 2 extractos. Cuando se

compara este resultado con lo reportado en el trabajo de Falé y
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colaboradores, en donde también evalué la inhibicion de la actividad
acetilcolinesterasa (valor 1Csp), ellos obtuvieron un valor ICsq de 0.93 mg/mi
para un extracto acuoso de las hojas de boldo, ellos atribuyen esta actividad a
los derivados de flavonoides glicosilados detectados, que fueron Ilos
compuestos principales, aunque también estaban presentes la boldina y otro
derivados de aporfina (Falé et al., 2012). Gracias a esta herramienta de
separacion podemos concluir que son los alcaloides los responsables de esta

actividad y no los polifenoles.

Tabla 5. Inhibicion de la acetilcolinesterasa

Extractos disefados IC 50 mg/mL
Galantamina 0.00126 + 0.00080
Knock-out alcaloides 0.566 + 0.022
Knock-out polifenoles 0.304 + 0.009
Total (soxhlet) 0.606 + 0.030

2.5. Ensayos de capacidad antioxidante de los extractos disefiados

En la tabla 6 y figura 7 se observan los resultados para el ensayo DPPH y
ORAC-FL obtenido para las fracciones sustraidas mediante CPC. Los

resultados nos muestran que los polifenoles presentes en la hoja de boldo
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son los que contribuyen a la actividad antioxidante, asi tambien lo han
reportado otros autores (Quezada et al., 2004) en donde se evalué un
extracto crudo de boldo, asi como sus fracciones ricas en alcaloides y
flavonoides. Los resultados de Quezada y colaboradores indicarén que la
capacidad antioxidante observada para el extracto crudo se debe

principalmente a la presencia de flavonoides.

Tabla 6: Resultados del ensayo DPPH de las fracciones sustraidas mediante
refinamiento de la zona de pH-CPC, para las el extrato total (obtenido por
soxhlet), fraccidn knock-out alcaloides (polifenoles), knock-out polifenoles

(alcaloides), (n=3).

Extractos disefados IC 50 DPPH
(ug/mL)
Total (soxhlet) 63.05 £ 1.1
knock-out alcaloides (polifenoles) 43.73 + 0.66
knock-out polifenoles (alcaloides) 109.0 £ 0.88
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Figura 7. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) usando
fluoresceina como sonda. Para las fracciones sustraidas por refinamiento de
la zona de pH- CPC para el extracto de total de boldo, fracciones knock-out
polifenoles (alcaloides), knock-out alcaloides (polifenoles) y boldina estandar.

(n=3)
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3. Conclusiones

La estrategia de sustraccidn quimica permitio eliminar selectivamente los
alcaloides del extracto metandlico de P. boldus sin alterar el perfil polifendlico.
La fraccion knock-out polifenoles (alcaloides) redujeron la viabilidad celular en
mas del 50% a una concentracion de 0.672 mg/mL mostrando una toxicidad
en comparacion con el extracto de knock-out alcaloides (polifenoles). Por otro
lado, también fue posible verificar que los alcaloides producen un daho
genotoxico moderado mediante el ensayo cometa donde causan dafos
significativos en el ADN. También la fraccion knock-out polifenoles
(alcaloides) mostro actividad inhibitoria moderada en el ensayo con AChE. Sin
embargo, la fraccidbn knock-out alcaloides (polifenoles) mostréo efectos
citoprotectores. Este extracto no causa una disminucién apreciable en la
viabilidad celular (AGS) hasta 1.96 mg/mL. Ademas, las altas concentraciones
de este extracto fueron seguras en el ensayo de dafio del ADN. Nuestros
resultados sugieren que la actividad citoprotectora esta asociada mayormente

con la actividad antioxidante de los polifenoles en lugar de los alcaloides.
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Informacién suplementaria

Tabla 1S: HPLC-DAD-IT-MS/MS para la fraccion knock-out alcaloides

(polifenoles) de P. boldus

Peak tr [M-H]* MS-MS fragments A Identified compound
# (min) m/z Max (nm)
1 3.1 579.1 560.9, 453.0, 427.0, 409.0, 280 procyanidin dimer
291.0, 247.0, 163.0
2 35 579.1 561.1, 453.1, 427.0, 409.0, 280 procyanidin dimer
291.0, 246.9
3 43 290.4 272.0, 244.0, 226.0, 208.0, 279 catechin
123.0
4 5.1 291.1 273.0, 165.0, 139.0, 123.1 280 epicatechin
5 8.4 579.2 561.0, 525.1, 453.0, 427.0, 280 procyanidin dimer
409.0, 332.9, 300.9, 291.0
11 19.0 727.2 595.0, 433.0, 287.0 267, 288, 349 luteolin-pentosyl
glucosylrhamnose
12 19.8 611.1 449.0, 303.0 263, 289 sh, 354 heperidin-7-O-rhamnoglucoside
13 20.6 757.2 625.0, 463.0, 317.0 263, 290 sh, 354 myricetin-rhamnosyl-glucosyl
pentoside
14 20.9 581.1 449.0, 303.0 264, 290, 353 quercetin pentosyl- rhamnoside
16 21.6 595.1 433.0, 287.0 264,291 sh, 352 luteolin 3-O-rutinoside
17 221 697.2 565.0, 433.0, 419.0, 383.0, 264, 292 sh, 348 luteolin dipentosyl rhamnoside
353.0, 287.0
18 231 595.1 433.0, 287.0 270, 284, 351 luteolin 7-O-rutinoside
19 23.4 625.2 463.0, 316.9 266, 288 sh, 351 myricetin rhamnosyl-hexose
20 23.8 7271 595.0, 463.0, 413.0, 317.0 265, 289, 352 quercetin pentosyl di-
rhamnoside
22 249 771.2 625.0, 463.0, 317.0 264, 290 sh, 349 isorhamnetin rhamnosyl-
glucosyl-rhamnoside
23 251 286.2 269.0, 237.0, 175.0, 143.0 264, 282 sh, 349 luteolin
24 25.6 595.2 463.0, 317.0 265, 288 sh, 353 myricetin rhamnosyl-pentoside
25 25.8 595.1 463.0, 317.0, 287.0 266, 289 sh, 346 luteolin rhamnosyl-pentoside
26 26.4 579.1 433.0, 287.0 265, 315,344 luteolin-dirhamnoside
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29

30

27.7

28.0

609.1

741.2

463.0, 317.0

609.1, 595.0, 463.0, 445.0,
317.0

264, 317, 348

267, 348

myricetin hexoxyl-rhamnose

kaempferol-3-O-glucosyl-
rhamnosyl-rhamnose
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Capitulo 4: Conclusiones finales

1.

Los solventes naturales eutécticos profundos (NADES) son una
alternativa verde potencial a los solventes organicos utilizados
convencionalmente como medios de extraccibn para mejorar la
extraccion de alcaloides y compuestos fendlicos.

El NADES preparado con prolina: acido citrico fue el solvente mas
prometedor, logrando mayores rendimientos de extraccion de
verbascosido de las hojas de B. globosa. Sin embargo, otros NADES
preparados con cloruro de colina-glicerol-agua y cloruro de colina-
glicerol dieron buenos resultados y podrian usarse como alternativa.
En el caso del luteolina 7-O-glucésido, los NADES preparados con
cloruro de colina: 1,2-propanodiol permitieron un mayor rendimiento de
extraccion que las muestras extraidas con metanol al 80%.

El NADES prolina- acido oxalico fue el solvente mas prometedor,
logrando mayores rendimientos de extraccion de boldina y TPC de las
hojas de P. boldus. En el caso de TPC, no mostré diferencias
significativas en comparacion con el disolvente de control (metanol) y
podria usarse como un sustituto mas ecoldgico de este disolvente.

La cromatografia de particiéon centrifuga (CPC), que es una técnica
preparativa que permitio sustraer para el matico, 3 fracciones, que

corresponden a los extractos knock-out 1 en donde el compuesto
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mayoritario es el verbascosido y el extracto knock-out 2 corresponde a
la fraccidn cuyo compuesto mayoritario es el Forsitosido B, y la fraccion
gue quedo desprovista se denominé knock-down.

. Para el matico se identificaron un total de 25 compuestos fenolicos, de
los cuales 13 fueron reportados identificidos por primera vez para esta
planta, esto se realiz6 mediante HPLC-DAD-IT-MS/MS y HPLC-Q-
TOF.

. La cromatografia de particién centrifuga en su modo de refinamiento en
la zona de pH, permitié eliminar selectivamente los alcaloides desde el
extracto metanolico de P. boldus. De esta forma se obtuvieron dos
fracciones, knock-out polifenoles (fraccién de alcaloides) y knock-out
alcaloides (polifenoles).

. El extracto knock-out (alcaloides) del boldo redujeron la viabilidad
celular en mas del 50% a una concentracion de 0.672 mg/ml
mostrando una toxicidad en comparacion con el extracto de knock-out
alcaloides (polifenoles). También fue posible verificar que los alcaloides
producen un dafo genotoxico mediante el ensayo cometa donde
causan dafos significativos en el ADN. También mostré actividad

inhibitoria moderada en el ensayo AChE.
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