UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE FARMACIA

DEPARTAMENT DE
PRODUCTES NATURALS, BIOLOGIA VEGETAL I EDAFOLOGIA

ESTUDI I CARACTERITZACIO DE METABOLITS SECUNDARIS:

COMPOSTOS FENOLICS I ALCALOIDES

LAURA TORRAS CLAVERIA
2007



UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE FARMACIA

DEPARTAMENT DE
PRODUCTES NATURALS, BIOLOGIA VEGETAL I EDAFOLOGIA

Programa de doctorat: MEDICAMENTS, ALIMENTACIO I SALUT

BIENNI 2003-2005

ESTUDI I CARACTERITZACIC’)‘ DE METABOLITS SECUNDARIS: COMPOSTOS
FENOLICS I ALCALOIDES

Memoria presentada per Laura Torras Claveria per optar al titol de doctor per la
Universitat de Barcelona

Els directors, La doctoranda,
Dr. Francesc Viladomat Dr. Jaume Bastida Laura Torras Claveria
Meya Armengol
Facultat de Farmacia Facultat de Farmacia
Universitat de Barcelona Universitat de Barcelona
LAURA TORRAS CLAVERIA

2007



AGRAIMENTS

Son moltes les persones a les quals haig d'agrair la seva ajuda, suport, dedicacid i

paciéncia perqué finalment hagi aconseguit arribar fins aqui i escriure aquesta tesi doctoral.

En primer lloc, haig d'agrair als meus directors de tesi, el Dr. Jaume Bastida i el Dr.
Francesc Viladomat, que m’hagin donat I'oportunitat de realitzar la tesi doctoral, que hagin
cregut en mi, que m’hagin transmeés els seus coneixements, que hagin estat disponibles en
tot moment a totes les meves quiestions, problemes i preguntes. També els vull agrair la
seva paciéncia, els seus consells, la seva amistat i tots els bons moments que he viscut al
laboratori, on m’he sentit com a casa i he treballat realment a gust. També voldria agrair al

Dr. Carles Codina la seva disposicio i la seva ajuda sempre que I'he necessitat.

En segon lloc, es mereix un gran agraiment la Dra. Olga Jauregui, per haver-me
introduit al mén de l'espectrometria de masses i per ensenyar-me a defensar-me davant un

triple quadrupol, pero també, i sobretot, pels seus consells, dedicacié i confianca.

Haig d'agrair, també, a la Irene tots els seus ensenyaments sobre els antioxidants i
les extraccions de compostos, sense els quals no hagués pogut realitzar gran part d'aquest

treball de tesi.

Mereixen un especial reconeixement tot el Grup de Recerca de Poliamines. El Dr.
Antonio Fernandez Tiburcio i la Dra. Teresa Altabella, per tota la seva ajuda, supervisio,
consells i indicacions, que han estat de gran utilitat. Pero també el Rubén, el Juan i la Karen,

que m’han ensenyat a treballar amb I'dArabidopsis thaliana, i a qui dec un gran agraiment.

I would also like to thank Strahil Berkov for all his help, cooperation and willingness
to share his knowledge. I am truly grateful that I have had the chance to learn from the
person who knows more in the world about the analysis of Amaryllidaceae alkaloids through
GC-MS.

També voldria expressar el meu agraiment a I'Asun i a I’Ana Linares, per la seva

bona disposicid i paciéncia davant les meves consultes.

Aixi mateix, vull donar les gracies a tots els companys i amics que han passat pel
laboratori que, d'una manera o altra, han contribuit a la realitzacié d'aquesta tesi, de forma
directa, o bé amb el seu suport, consells i amistat, i amb qui he passat molt bones estones.

A la Gloria, a I'Edison, a la Susana, a la Mariangela, a la Irena, a la Marie Therése, a la



Maria, al Camille, al 13, al Ricardo, a la Michela, a la Maria (Luisa), al Jean i especialment a
I'Eva, per haver-me transmes el seu esperit lluitador i la seva empenta, i per tots els seus
consells que m’han estat molt Utils. Perd també als “de darrera”, a la Marta, a I'Oscar i a la

Susanna.

També voldria expressar un agraiment molt especial a la Teresa Gili, per haver fet
que en tots aquests anys dedicats a la ciéncia no oblidés en cap moment que l'art és una

part essencial de la vida sense la qual no seriem els mateixos.

A tots els meus amics els dedico un efusiu agraiment, per estar sempre al meu
costat, per recolzar-me, per haver compartit amb mi les desgracies i les alegries, per haver-
me escoltat i animat quan estava estressada i deprimida, i per ser qui son i com soén. No
canvieu mai. L'Ivet i la Carolina sén, potser, les que millor m’han compres ja que estan vivint
la meva mateixa situacid, i qui des d'aqui animo a acabar la seva tesi. Pero també haig

d'agrair especialment a la Blanca tot el seu suport lingtiistic des de Berlin.

Finalment em queda un agraiment molt important, als meus pares. Per haver-me
guiat al llarg de la vida, per haver-me transmeés el seu interés pel mon de la ciéncia, per
haver cregut en mi, per haver-me donat suport, per haver aguantat els meus mals humors i
les meves crisis informatiques (que com sempre a casa nostra son apoteosiques), per haver-
me donat confianga i seguretat. En fi, per tot. No m’oblido, pero, de la meva germana, que
és la millor amiga que podria tenir des de sempre, ni de la meva sUper avia, que és la millor

avia del mon.

I al Carles si que li haig d’agrair coses! No acabaria mai! Des dels seus dissenys i

habilitats pel Photoshop, fins la seva comprensid, atencid, afecte i paciéncia infinita.

A TOTS us agraeixo, de debo, que hagueu estat al meu costat.

MOLTES GRACIES!!

laura
Desembre, 2007



INDEX

Breu introduccio a la metabolomica i presentacio

Objectius

Publicacions i contribucions a congressos

Abreviatures

1.- INTRODUCCIO

1.1.- Compostos fenolics..................cccocceviiiccccccc e

1.1.1.-

1.1.2.-

1.1.3.-

1.1.4.-

00 3 (o= o 1 = T PR

1.1.1.1.- Diversitat @structural..............cooiiiiiiiiiiii e

Biosintesi dels compostos fenolics................ccovvveevvvrvvnnicisis e

1.1.2.1.- Ruta dels siquimat-fenilpropanoides.................ccccooovviiiiiiinnns
1.1.2.2.- Ruta de l'acetat-malonat.................cccoiiiiiii
1.1.2.3.- Ruta mixta..........ccocoiiiiiii s

Els compostos fenolics i la seva importancia com a antioxidants.........

1.1.3.1.- Els radicals lliures i les espécies reactives d’oxigen...............
1.1.3.1.1.- Concepte de radical lliure.......ccceviiieerriiiiieiiiiie e
1.1.3.1.2.- Concepte d'espécie reactiva d'oxigen (ROS)......cccovvvvurreerieisivneennn
1.1.3.1.3.- Breu descripcid de les ROS més significatives.......ccvvvveeerereeeeennnnnns
1.1.3.2.- Estrés oxidatiU...................ccooiiiiiic e
1.1.3.2.1.- Definicio d'estreés oxXidatiU........cccurrrreerrerieeeinneieesieisccenrneeeeeeee
1.1.3.2.2.- Efectes perniciosos de I'estrés oXidatiU............ceevveivvvcinrnnrrneeeeeenen.
1.1.3.2.3.- Malalties i disfuncions organiques relacionades amb l'estres
() (o =] [ 1
1.1.3.3.- Mecanismes de defensa davant I'estrés oxidatiu.....................
1.1.3.3.1.- Els antioXidants.......cuuuiriiermrrnsiniisrernnss s errssssssseerssns s s sernnnnsnneee
1.1.3.3.2.- Tipus i fonts naturals d'antioxidants (el sistema antioxidant)...........
1.1.3.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos
FENONICS............ooee e

Els compostos fenolics i el seu paper biologic a les plantes..................

1.1.4.1.- Els compostos fenolics i I'estrés oxidatiu a les plantes...........
1.1.4.1.1.- Paper dels compostos fenolics en la senescencia............cevvvvvveenee.
1.1.4.1.2.- Estres biotic i les ROS a les plantes........ueeeeeeerieeeeeiiiiiiieiccccceinnns
1.1.4.1.3.- Estrés abidtic i les ROS a les plantes..........oovvvveeeriiniineeennssssisneens
1.1.4.1.4.- El paper dels compostos fenolics en I'estrés biotic i abiotic.............
1.1.4.2.- Els compostos fenolics i les poliamines....................cccccvennnen.
1.1.4.2.1.- Concepte, metabolisme i funcié de les poliamines................c.........
1.1.4.2.2.- Els conjugats de poliamines amb acids hidroxicinamics.
Caracteristiques i fUNCIO.....uuuvvrruiiriiirrirereer e errrrrrrr e e ereereees

O

12

12
12
12
13
19
19
20

23
23
23
24

31
33

35
37
38
40
43
44
44

49



1.2.- AlCAlOides.............cooueiiii 52
1.2.1.- Generalitats dels alcaloides...................ccccooiiiiiiii . 52
1.2.1.1.- Concepte d'alcaloide.................coerriiiriiiiiic e 52
1.2.1.2.- CIaSSIfiCACIO...........ccevriiiiiiiiiiie e 54
1.2.2.- Alcaloides de les Amaryllidaceae...........c.....ccooeiiiiiiiiiiiin e, 55
1.2.2.1.- Caracteristiques generals................ccccceee i iriiiiie s 55
1.2.2.2.- Classificacio i biosintesi.................ccccceviiiiiniiiie e 56
1.2.2.3.- Accions farmacolOgiqUES...............covvvrrerieirerrnnrnnnn e 58
2.- MATERIAL I METODES
2.1.- Obtencio del material vegetal.....................ccccooovviiiiccccee, 63
2.1.1.- Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur, Lamiaceae (lavandi)..... 63
2.1.2.- Nicotiana tabacum L., Solanaceae (tabac)...........c....ccoeeviiiiiiiiins 65
2.1.3.- Arabdopsis thaliana L. (Heynh.), Brassicaceae...........cc.....ccccceieinineennn, 66
2.1.4.- Crinum humile Herb., Amaryllidaceae..........c.....cccoooiiiiiiiiiiiin e, 69
2.1.5.- Pancratium canariense Ker Gawler, Amaryllidaceae.............cc.............. 70
2.2.- Metodes extractius................coooiircrnennssrssee e 72
2.2.1.- Consideracions generals..................ccocoviiiiiiiiiiii e 72
2.2.2.- Extraccio de compostos fenolics de lavandi...............cccccoeoivvieeniininnen. 72
2.2.3.- Extraccié de compostos fenolics i derivats conjugats amb poliamines
de tabac i d'Arabidopsis thaliana.........................c.....ccccccoiiiiiiiiiiiininnnns 73
2.2.4.- Extraccio de flavans de Crinum humile..........................cccccevveviiiinnennnnnn. 74
2.2.5.- Extraccio d'alcaloides de Pancratium canariense.................................. 74
2.3.- Fraccionament i purificacido dels extractes de lavandi,

Crinum humilei Pancratium canariense..................................... 74
2.3.1.- Cromatografia de liquids al buit...................cccoiiiiiiiiii e, 74
2.3.2.- Cromatografia de gel-filtracio................ccccccee i 75
2.3.3.- Monitoritzacio per cromatografia en capa fina (TLC)..............cceeevvveeees 75
2.4.- Tecniques d’identificacio de compostos...................ccceoeuuneeee. 76
2.4.1.- Cromatografia de liquids d’alta resolucié acoblada a DAD (HPLC-

[0 7.1 0 ) TP 76

2.4.2.- Espectrometria de masses (MS)..........ccccciei i iiiiniiiicccvnie e 77
2.4.2.1.- Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de

MAsSES (GC-MS)..........oooiiiiiii e 82

i



2.4.2.2.- Cromatografia de liquids acoblada a espectrometria de

masses en tandem (LC-MS/MS).............cccccvvirrriirireereeeneeeeen, 83
2.4.2.3.- Cromatografia de liquids acoblada a espectrometria de
masses amb detector TOF (LC-MS-TOF)...........ccccceeevvvvrvnnnnnnn. 85
2.4.3.- Ressonancia magnética nuclear (NMR)..................cccccniiiiiicecceeeeenn, 86
2.4.4.- Espectroscopia d’'infraroig (IR)............ccccceeviviiiiiiinnrireireeeer e e e e e ee e 86
2.4.5.- Dicroisme circular (CD).........cccccoiiiiiiiiiiin e e e 87
2.5.- Quantificacié de compostos fenolics................c.ccccceererererennnee. 87
2.5.1.- Quantificacio dels acids rosmarinic i clorogénic en el lavandi.............. 87
2.5.2.- Quantificacio de derivats de compostos fenolics en el tabac................ 88
2.5.2.1.- Quantificacio relativa per normalitzacio interna per LC-
MS /M. . 88
2.5.2.2.- Quantificacio de I'acid neoclorogeénic i la rutina per HPLC-
DAD mitjancant una corba de calibratge...............cc...ccee. 89
2.5.2.3.- Quantificacié de conjugats de putrescina amb acids
hidroxicinamics per LC-MS/MS mitjancant una corba de
calibratge............oo oo 90
2.6.- Avaluacio del contingut total en compostos fenolics i de
I'activitat antioxidant de les diferents fraccions de
I'extracte del lavandi................cccooooiiiiic e, 91
2.6.1.- Determinacio del contingut total en compostos fenolics (TPhC) pel
meétode de Folin-Clocalteu..............cccceeeeeiieiiee e 91
2.6.2.- Determinacio de I'activitat antioxidant..................cccc.coocieeiiiiiiiinenn, 94
2.6.2.1.- Determinacio de la capacitat captadora del radical DPPH .... 95
2.6.2.2.- Determinacio de la capacitat captadora del radical ‘OH pel
metode de quimioluminescéncia del luminol induida per
(oL Y619 Y4 = 2.1 1 YOS 97
2.6.2.3.- Determinacio de la capacitat captadora del radical O, pel
métode del nitro-blue tretazolium (NBT?*) i el sistema
hipoxantina/ Xantina-oxidasa......................c.cccoouveevesveeenen. 100
3.- RESULTATS I DISCUSSIO
30 B -1V -1 1 e | TR 103
3.1.1.- Extraccio i fraccionament................cccccoeviiiiii e 103
3.1.2.- Contingut total en compostos fenolics (TPhC) i activitat antioxidant. 103
3.1.3.- Identificacié de compostos fenodlics per LC-MS/MS.............ccccceeeiiinnns 104
3.1.3.1.- Acids benzoics i hidroxicinamics, i derivats
hidroxicinamoilquinics..............cccccc i 105
3.1.3.2.- Glucosids d’acids hidroxicinamics.............ccc.occveeeeiiiiiinennnn, 106
3.1.3.3.- FIavonoides............cc.ceeiiiiiminiiiicerrnns e rrrrs s s ser s s ern e eeees 107

il



3.1.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos
identificats..............cco o

3.1.5.- Quantificacio dels acids clorogénic i rosmarinicC..................cccoeeeveeinnnnns

Bu2.=- TADAC......... e
3.2.1.- Identificacié de compostos fenolics per LC-MS/MS............cccoceviiiieennnn.

3.2.1.1.- Acids hidroxXicinamoilquinics..............coceevreevrveesesrseeseeeseesnns
3.2.1.2.- Glucosids d’acids benzoics i hidroxicinamics..........................
3.2.1.3.- FIavonoides.............cccoviiiiiiiiiii e
3.2.1.4.- Amides d’acids hidroxicinamics (HCAA)............cccccvererreeeenennn

3.2.2.- Quantificacio dels derivats d’acids benzoics i hidroxicinamics, dels
flavonoides, i de les amides d'acids hidroxicinamics (HCAA)...............

3.3.- Arabidopsis thaliana..................................c.cooovvuivevevceieieienienenns
3.3.1.- Identificacié de compostos fenolics per LC-MS/MS............cccoceviiiiiennnn.

BA.-CrinUM BUMIIE.........................ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e e eeeeeeeeeee s

3.4.1.- Identificacio dels compostos aillats CHU1 i CHU2 per técniques de
NMR I CD.....cooiiiiiiicciri s e s e e e s e e e e ra e e e eenrnan

3.4.1.1.- 7-Hidroxi-3',4’-metilendioxiflava (CHUL)...............ccccceeeernnns
3.4.1.2.- 3-Hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)...............

3.4.2.- Preséncia de flavans en el genere Crinum................ccccoccvviviiiiiiiiennnnnnnns

3.5.- Pancratiim CANAri€NISE....................couueeeeeeeeereineisereeessireeessines
3.5.1.- Identificacié d’alcaloides de les Amaryllidaceae per GC-MS.................

4.- CONCLUSIONS

112

112

113
115
115
116

118

121
121

125
125
125

127
128

129

5.- BIBLIOGRAFIA

6.- ANNEX

v



BREU INTRODUCCIO A LA METABOLOMICA I PRESENTACIO

El terme metaboloma ha sorgit recentment per definir el conjunt de metabolits
sintetitzats per un organisme, si bé, tal com passa amb altres termes com proteoma i
transcriptoma, pot aplicar-se a diferents nivells de complexitat, que van des d'organismes,
teixits o célul‘les, fins a compartiments cel*lulars. Aixi, la metabolomica podria definir-se com
I'estudi dels metabolits d'un organisme o de parts d’ell. D'altra banda, pero, es parla també
d'altres termes que, si bé moltes vegades s'utilitzen com a sindnims, no tenen exactament el
mateix significat. Quan es parla de target analysis es refereix a l'estudi dels metabolits
resultants d’'un enzim en concret, de manera que es poden eliminar tots els altres i
disminuir, aixi, les interferéncies. El terme metabolite profiling (o definici6 del perfil
metabolic) s’aplica quan l'estudi s'amplia als metabolits que intervenen en una ruta
metabolica sencera i en les diferents branques relacionades. Només es podria parlar de
metabolomica quan s’estudien tots els metabolits d’una entitat organica, en que s'intenta
evitar I'exclusio de qualsevol compost. Finalment, quan s’estudia un ampli ventall de mostres
i no és necessari determinar la identitat de cada metabolit individual, es parla de metabolic
fingerprinting. Aquests termes, pero, sovint es barregen, i moltes vegades s’engloben dins el

terme metabolomica (Fiehn, 2002).

Fins avui, I'estudi dels metabolits s’ha portat a terme mitjancant técniques de
ressonancia magnética nuclear (NMR) i d'espectrometria de masses (MS). La técnica de NMR
té l'avantatge que s’ha utilitzat durant molts anys, de manera que ha estat intensament
validada. A més, es tracta d’'una técnica que permet recuperar la mostra, fet que pot ser
determinant en certs casos. D'altra banda, pero, presenta els inconvenients de tenir una
sensibilitat i resolucié baixes, i de només ser aplicable als productes que es troben en una
major proporcid. La introduccié de la MS a l'estudi metabolic és més recent, i el seu
acoblament a la cromatografia de gasos i a la cromatografia de liquids ha fet possible
I'analisi d'un ampli ventall de metabolits a la vegada (Fernie et al, 2004; Saghatelian &
Cravatt, 2005). La tecnica d’espectrometria de masses acoblada a cromatografia de gasos
(GC-MS) fa més temps que s'utilitza per la determinacié del perfil metabolic, i per tant,
existeixen protocols estables per a la posada a punt i manteniment dels aparells, la
preparacio de les mostres, la realitzacié de les analisis, I'avaluacié dels cromatogrames i la
interpretacié de les dades. En canvi, la utilitzacié de la cromatografia de liquids acoblada a
espectrometria de masses (LC-MS) és més recent i no s’ha adquirit tanta experiéncia, de
manera que encara no es disposa de protocols prou validats, i es necessita més temps en la
interpretacié de les dades. Tot i aixi, presenta una série d'avantatges respecte la GC-MS,

com ara que és aplicable a un ventall més ampli de molécules (la GC-MS només és aplicable



a compostos volatils, o bé que poden esdevenir volatils per derivatitzacid), és molt util en la
deteccid de rutina de drogues, es pot portar a terme en mescles complexes, i no apareixen
residus fruit de les reaccions de derivatitzacio. A més, la combinacié en tandem (LC-MS/MS)
augmenta encara més la sensibilitat i 'especificitat de les analisis. Aixi, es poden detectar tot
tipus de metabolits secundaris, com ara alcaloides, flavonides, glucosinolats, isoprens,

saponines, etc (Fernie et al., 2004; Saghatelian & Cravatt, 2005).

En algunes ocasions, la preséncia o absencia d’un determinat metabodlit és suficient
per a la validesa d'un resultat (com en la deteccié de drogues); pero, en els estudis de
metabolomica, les analisis quantitatives son habitualment necessaries. En aquests casos, les
dades son sovint expressades com a ratio respecte un compost control o una mostra control.
Altres vegades, perd, €és necessaria una quantificacid absoluta d'un o d'uns quants
metabolits determinats, per la qual resulta d'utilitat la disponibilitat de substancies estandard

de referéncia i la utilitzacio d'eines estadistiques (Fernie et a/., 2004).

Tot i els grans avencos que s’han portat a terme en el camp de la metabolomica,
encara es tracta d'un tipus d'estudi relativament recent, i presenta dos problemes
fonamentals. D’'una banda, un organisme procariota com |'Escherichia coli pot sintetitzar fins
a 750 metabolits diferents, perd els organismes eucariotes del Regne Vegetal en poden
sintetitzar de 4.000 a 20.000. Aixi, resulta impossible, fins al moment, disposar d'un métode
d’extraccié que no negligeixi cap metabolit. D'altra banda, tot i que es poden detectar molts
compostos a la vegada, s’ha estimat que en una analisi per GC-MS tipica, només es poden

identificar sense ambigditat d'un 20 a un 30% dels pics detectats.

Actualment, la mesura dels metabolits té un gran interés, ja que formen part de les
rutes bioquimiques, tenen funcions reguladores, intervenen en patologies tant animals com
vegetals, poden ser marcadors diagnostics, etc. De fet, aquest Ultim punt és I'aplicacié més
freglient de la metabolomica i el camp on més rapidament s’ha estés, ja que la deteccio,
identificacid i quantificacid de metabolits és clau en la diagnosi de malalties i en el seguiment
d’'un tractament farmacologic. Els metabolits també son importants per les seves funcions
reguladores, com a components de rutes bioquimiques i com a productes finals de reaccions
enzimatiques. Aixi, la seva combinacid amb la genomica i la protedmica resulta de gran
utilitat en I'assignacié de funcions genétiques i enzimatiques. També sén claus en l'estudi de
les interaccions entre diferents sistemes, ja siguin entitats organiques o teixits, o bé
organismes sencers. Tenint en compte que qualsevol sistema biologic esta definit per la seva
composicié metabolica, la importancia de la metabolomica sera decisiva en el futur (Fernie
et al., 2004).
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OBJECTIUS

L'objectiu del present treball de tesi és una aproximacié a l'estudi metabolomic de
diferents plantes, emprant diferents estrategies i tecniques en funcié de l'objectiu particular

plantejat en cadascuna de les espécies estudiades.

Dins la gran varietat de metabolits secundaris de les plantes, s’han triat, per la seva
especial rellevancia, dos tipus de compostos, els compostos fendlics i els alcaloides (en
concret, els alcaloides de les Amaryllidaceae). Els compostos fenolics (particularment els
acids benzoics i hidroxicinamics, i els flavonoides) tenen una gran importancia com a
substancies bioactives, ja que son responsables d’un ampli ventall de funcions biologiques
dins la planta, i al mateix temps, gracies a la seva activitat antioxidant, poden exercir
nombrosos efectes beneficiosos en el camp de I'alimentacio i la farmacologia. De la mateixa
manera, els alcaloides de les Amaryllidaceae, que també tenen una gran importancia
biologica en les plantes d'aquesta familia, constitueixen un tipus d‘alcaloides amb moltes
activitats farmacologiques i de gran interés en I'elaboracié de farmacs, com per exemple la

utilitzacié de la galantamina en el tractament de la malaltia de I’Alzheimer.

Aixi, s’han realitzat estudis de tipus metabolomic en diferents especies vegetals,
mitjangant I'aplicacio de diferents técniques com ara GC-MS, LC-MS/MS, LC-MS-TOF, i NMR.
Dins el gran ventall de possibilitats i aplicacions de la metabolomica, el treball d'aguesta tesi

s’ha centrat en els seglients aspectes:

> Estudi de I'activitat antioxidant del material de rebuig del lavandi després de
la destil*lacié dels seus olis essencials, i identificacid dels compostos fenolics
responsables d'aquesta activitat, relacionant, a més, l'estructura d‘aquestes
molécules amb el tipus d’activitat antioxidant que porten a terme. Aquest
objectiu concret s'engloba dins la recerca de noves fonts d'antioxidants

naturals fent Us de material vegetal de rebuig.

> Estudi del paper dels compostos fenolics en la resposta de les plantes
davant l'estrés abiotic i la senescéncia, a través de la identificacid i
comparacié qualitativa i quantitativa d‘aquests metabolits en diferents

mostres de plantes de tabac i d’Arabidopsis thaliana.

> Aillament, identificacid i caracteritzacié de flavonoides de Crinum humile,

espécie vegetal poc coneguda del Camerun.
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> Identificacio dels alcaloides de les Amaryllidaceae de Pancratium canariense,
espécie poc estudiada en termes de composicid quimica, amb especial
atencid a la possible deteccié de nous derivats de la galantamina, compost
amb activitat anticolinesterasica, utilitzat pel tractament de la malaltia de

I'Alzheimer.

El present treball de tesi no pretén, pero, ser una analisi metabolomica completa
d’un seguit de plantes, sind una contribucié a la metabolomica, una petita mostra de la gran
varietat de possibilitats de la seva aplicacio, i una aportacié d'una série de resultats que
poden ser Utils, tant en el camp de la recerca de la bioquimica vegetal, com en el camp de la

farmacologia i la fitoquimica.
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Compostos fendlics INTRODUCCIO

1.1.- Compostos fenolics

1.1.1.- Concepte

Els compostos fenolics constitueixen un grup molt nombrés de substancies
procedents del metabolisme secundari de les plantes, que presenten una gran diversitat
estructural i funcional, ja que realitzen un ampli ventall de funcions biologiques. De fet,
I'adaptacid de les plantes a I'entorn terrestre va produir-se gracies a la formacié massiva de
compostos fenolics, de manera que, actualment, al voltant del 40% del carboni organic que
hi ha a la biosfera esta relacionat, directa o indirectament, amb aquest tipus de compostos.
Aquesta elevada proporcié es deu, en part, a la dificultat que presenten alguns fenols

complexes a biodegradar-se (Croteau et al., 2000).

Els fenols presents a les plantes tenen en coml la presencia d'un o més grups
hidroxil units a estructures aromatiques més o menys complexes. Acostumen a ser solubles
en aigua, ja que freqlientment es troben combinats amb sucres formant glicosids, i es solen
localitzar als vactols cel*lulars (Harborne & Dey, 1989; Robards et al, 1999). Una altra
caracteristica important és la seva acidesa, que en major o menor grau, ve donada per la
tendencia de I'enllag entre I'oxigen i I'hidrogen a trencar-se formant el corresponent ani6

fenoxid, que augmenta la seva solubilitat en l'aigua (Waterman & Mole, 1994).
1.1.1.1.- Diversitat estructural

L'estructura dels compostos fenolics varia des de molécules simples com ara els
acids benzoics, fins a compostos polimeritzats d‘alt pes molecular com les lignines i els
tanins condensats. A la 7au/a 1.1 es mostra una classificacié dels compostos fenolics més
significatius segons el seu esquelet carbonat, responsable de la diferenciacié estructural

entre els grups.

Tipus Estructura base
Fenols simples Cs

Acids benzoics Ce-Cy

Acids hidroxicinamics Ce-Cs

Cumarines Ce-G;

Lignines (Ce-C3)n

Estilbens Cs-Co-Cs
Flavonoides Cs-C5-Cs

Tanins condensats (C6-C5-Co)n

Taula 1.1.- Classificacid dels principals compostos fenolics
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Fenols simples

Estan formats per un anell aromatic i un o més grups hidroxil com a substituents. Els
fenols simples porten a terme diverses funcions fisiologiques, tant en el moén vegetal
(regulacid de la germinacio, resisténcia envers fitopatogens, o activacié d’enzims) com en el
mon animal. Poden trobar-se antiséptics (com el fenol i el catecol), expectorants, dilirétics,
inhibidors de la mutagénesi i la citotoxicitat, etc. També existeixen compostos fenolics de
gran utilitat en fins diagnostics i en el tractament de l'acne i la psoriasi. D'altra banda, cal
destacar també les aplicacions de molts d’aquests compostos en la indUstria. Aixi, el fenol i
el p-cresol son utilitzats en la manufactura de resines i explosius, i I'hidroquinona i el catecol
son reveladors fotografics. També es poden trobar aplicacions dels fenols simples com a
mescles antioxidants, herbicides i en I'elaboracié de perfums i cosmétics (Harborne & Dey,
1989).

OH OH OH
OH
OH
fenol catecol hidroquinona

Figura 1.1.- Exemples dels fenols simples més rellevants

Acids benzoics i hidroxicinamics

Constitueixen un grup forca abundant de compostos fenolics. Dins dels acids
benzoics (C¢-C;) hi ha compostos tan significatius com I'acid gal-lic (component fonamental

dels tanins hidrolitzables) i I'acid salicilic.

Els acids hidroxicinamics (derivats Cs;-Cg) tenen una distribucid molt amplia i
constitueixen l'origen biosintétic de tots els fenilpropanoides (veure apartat 1.1.2 i Figura
1.7). En molts casos es troben associats a altres compostos, com és el cas de l'acid
clorogenic (producte de I'esterificacié de I'acid cafeic amb I'acid quinic). Aquests compostos,

incloent-hi els seus ésters, estan ampliament distribuits en les plantes medicinals i en els
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aliments d’origen vegetal, i s'utilitzen com a diliretics (acid cafeic i acid rosmarinic), per
tractar problemes digestius (acid clorogénic) o com a antioxidants (acid rosmarinic). També

tenen activitat bactericida, fungicida i antitumoral (Escarpa & Gonzalez, 2001).

COOH
COOH P
OH
OH
OH
acid salicilic acid cafeic

Figura 1.2.- Exemples d’acids benzoics (salicilic) 1 hidroxicinamics (cafeic)

Flavonoides i estibens

Els flavonoides constitueixen un grup de compostos fendlics de gran rellevancia, ja
que tenen una alta prevalenca en els aliments (fruites, verdures, te, etc), una especial
importancia i significacié biologica, i una gran varietat d’estructures. De fet, es coneix
I'estructura de més de 9000 flavonoides (Justesen et a/, 1998; Martens & Mithofer, 2005;
Erdman et a/, 2007).

L'estructura dels flavonoides esta constituida per un esquelet difenilpropa (sistema
Ce-Cs5-Cs), format per dos anells aromatics (A i B) units per una unitat C, la qual sol estar

ciclada formant un C-heterocicle (anell C) (Robards et al., 1999).

Figura 1.3.- Estructura base d’un flavonoide
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Tant en els anells A i B, com en la fraccié C;, es poden trobar diversos grups hidroxil
com a substituents. Segons el grau d’oxidacié de la fraccié C; (anell C), els flavonoides es
classifiguen en diferents grups, els més significatius dels quals son els flavonols, les
flavones, les isoflavones, els dihidroflavonols, les flavanones, els 3-hidroxiflavans, i les

antocianidines (Ryan et al,, 1999).

0 O 0 0
3
OH
(o) (o)

0
flavonol flavona isoflavona
0 O 0 0
3 3
OH OH
0 0
dihidroflavonol flavanona 3-hidroxiflava
B
X
3
Zon

antocianidina

Figura 1.4.- Principals classes de flavonoides
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Els flavonoides acostumen a ser solubles en aigua, ja que normalment es troben en
forma de glicosids. Aquesta glicosilacié, a part daugmentar la solubilitat en Iaigua,
disminueix la reactivitat i toxicitat del compost, i facilita 'emmagatzematge en els vactols,
evitant efectes adversos en el citosol. Podem trobar O-glicosids (en les posicions 3, 7 i 4°) i
C-glicosids (posicions G6 i (-8), tot i que aquests Ultims sén poc freqlients. El sucre que
apareix amb més frequiéncia és la glucosa, tot i que la galactosa, la ramnosa, la xilosa i
I'arabinosa també sén forca comunes (Cuyckens & Claeys, 2004). Els flavonoides també
poden unir-se a altres molécules com I'acid glucuronic, o bé polimeritzar-se, donant lloc a
formes dimériques i oligomériques. Els polimers més importants formen el grup dels tanins
condensats. Cal diferenciar entre tanins condensats (polimers de flavonoides) i tanins
hidrolitzables, que son derivats glucosilats de l'acid gal'lic o dels seus derivats (Cook &
Samman, 1996; Nijveldt et al., 2001; Ferreres et al., 2004).

Els flavonoides son responsables de nombroses funcions biologiques. Son
reconegudes les seves activitats antial*lérgica, antiinflamatoria, antiviral, anticancerosa i
antioxidant. Afecten a gran quantitat d’enzims i proteines associades a la fotofosforilacid, i
son capagos de neutralitzar radicals lliures i quelar cations metal'lics. Entre les accions
beneficioses dels flavonoides presents en la dieta, destaquen la prevencié del cancer,
I'Alzheimer, I'aterosclerosi, les malalties cardiovasculars, etc (Harborne & Williams, 2000;
Manthey, 2000).

OH
OH
HO 0 HO 0
OH OH
OH 0] OH
quercetina kaempferol

Figura 1.5.- Exemples de flavonoides de tipus flavonol

OH
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Els estibens, estretament relacionats amb els flavonoides, son sintetitzats per un
grup d'espécies vegetals no relacionades com la vinya (Vitis vinifera), el cacauet (Arachis
hypogaea) i el pi (Pinus sylvestris). Degut a la seva estructura basica (sistema Cs-C,-Cs), que
no permet ciclacions addicionals, formen un grup reduit de productes. Dins els estilbens
s'inclouen productes tan significatius com el resveratrol, que presenta activitat antitumoral,

antiinflamatoria i antioxidant, entre altres (Jang et a/., 1997).

OH

HO XN

OH

resveratrol

Figura 1.6.- Exemple d’estilbé
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1.1.2.- Biosintesi dels compostos fenolics

(eritrosa-4-fosfat i fosfoenolpiruvat) estilbens acetil Co-A

ac. gal'lic «—

) ACC
. v
hid:c?lzl?asbles i | STS | ¥
l — cumaroil Co-A malonil Co-A
ac. benzoics < | CHs
naftoquinones|<«— corismat
antraquinones
v Ruta mixta xalcones
fenilalanina
PAL CHI
v v
—ac. cinamic flavones <ls flavanones ﬂ»isoflavones
C4H F3H
v
— ac. cumaric flavonols & dihidroflavonols
lignines <— C3H DFR
v catequines «——— leucoantocianidines
l—— ac. quinic
i ANS

— ac. clorogenic v o 3GT
antocianidines ———— antocianines

ANR

v

tanins . .
T epicatequines

v

Figura 1.7.- Esquema de la ruta sintetica dels diferents tipus de compostos fenolics. PAL, Fenilalanina amoni-
liasa; C4H, cinamat-4-hidroxilasa; C3H, cumarat-3-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarat CoA-lligasa; ACC, acetil CoA-
carboxilasa; STS, estilbe-sintetasa; CHS, xalcona-sintetasa; CHI, xalcona flavanona-isomerasa; FNS, flavona-
sintetasa; IFS, isoflavona-sintetasa, F3H, flavanona-3-hidroxilasa; FLS, flavonol-sintetasa, DFR,
dihidroflavonol-4-reductasa; LAR, leucoantocianidina-reductasa; ANS, antocianidina-sintetasa; ANR,
antocianidina-reductasa; 3GT, antocianidina-3-glicosiltransferasa (Adaptacié de Croteau et al., 2000; Xie &
Dixon, 2005)
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1.1.2.1.- Ruta dels siquimat-fenilpropanoides

La via del siguimat uneix el metabolisme dels glicids amb la biosintesi de compostos
aromatics. De fet, proporciona els elements basics per a la sintesi dels aminoacids
fenilalanina, tirosina i triptofan, aixi com de molts altres compostos aromatics de gran

importancia pels organismes productors.

Aquesta via només es porta a terme en plantes i en microorganismes. En plantes
superiors s'‘origina en els cloroplasts a partir de fosfoenolpiruvat i eritrosa-4-fosfat.
Mitjangant 7 passos s‘arriba a la formacid de corismat, intermediari clau (punt de
diversificacié) important per a la biosintesi de nombrosos compostos aromatics (acids
benzoics, naftoquinones, antraquinones, aminoacids aromatics, fenilpropanoides, entre
altres). A més dels productes que es formen a partir del corismat, els intermediaris
precorismics també serveixen de punt de partida per a la formacid d‘alguns compostos
fenolics importants, com ara l'acid gallic (precursor de tanins hidrolitzables) i I'acid quinic

(precursor d'esters d'acids cinamics).

L'entrada a la ruta dels fenilpropanoides es produeix per acci6 de I'enzim fenilalanina
amoni-fiasa (PAL). Aquest enzim, mitjancant un procés de desaminacié oxidativa, actua
sobre la fenilalanina donant lloc a I'acid cinamic. La resta d'acids hidroxicinamics (cumaric,
cafeic, ferdlic, sinapic) es formen a partir de I'acid cinamic mitjangant Aidroxilases (cinamat-
4-hidroxilasa, C4H: cumarat-3-hidroxilasa, C3H) i O-metiliransferases (cafeoat-3-O-
metiltransferasa, COMT). Els acids cinamics son el punt de partida de tots els
fenilpropanoides, que inclouen productes tan diversos com eésters i amides d'acids
hidroxicinamics (acid clorogenic), cumarines, alcohols cinamics, polimers (lignines i lignans),
acids benzoics (acid salicilic) i derivats, hidroquinones, etc. Per poder sintetitzar els
compostos esmentats, cal que els acids cinamics siguin activats (majoritariament en forma
de derivats-CoA), sent la 4-cumaroil-CoA-ligasa (4CL) I'enzim més significatiu (Winkel,
2004).

En I'actual model de la biosintesi de les lignines (Figura 1.8) pot observar-se com la
conversiéo de cumaroil-CoA a cafeoil-CoA es dona principalment a través de |'actuacié de
I'enzim C3H a nivell d'ésters de I'acid cumaric amb els acids quinic o siquimic. Aquests ésters
es sintetitzen en gran quantitat com a intermediaris en la formacié de les lignines, ja que
una part molt important del carboni que entra en la ruta dels fenilpropanoides va dirigit cap
a la sintesi de lignines, que representen el segon polimer més abundant a la Terra, només
superat per la cel*lulosa (Humphreys & Chapple, 2002; Hoffmann et al, 2003; Hoffmann et
al., 2004).
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Figura 1.8.- Model revisat de la ruta dels fenilpropanoides enfocat cap a la sintesi de lignines. Les reaccions que es
creuen que son claus en la biosintesi de lignines estan indicades amb fletxes negres. Els compostos intermediaris i els
enzims considerats en el cami prominent d’aquesta biosintesi estan ressaltats en color blau. (Figura extreta de
Humphreys & Chapple, 2002)

1.1.2.2.- Ruta de I'acetat-malonat

La ruta de l'acetat-malonat comenga amb la formacié de malonil-CoA, a partir de
I'acetil-CoA mitjangant |'acetil-CoA-carboxilasa (ACC). Aquest compost és clau en la sintesi
dels policetids. El grup dels policétids inclou un gran nombre de compostos fenolics: dicetids,
tricétids, tetracétids (acids benzoics, alcaloides com la conitina, flavonoides i estilbens),
pentacetids, hexacetids com les naftoquinones, octacétids com les antraquinones,
nonacétids com les tetraciclines, o decacétids com les aflatoxines. La formacid dels policétids
implica la utilitzacié d’enzims multifuncionals, que parteixen d’una molécula iniciadora (acetil-
CoA, malonil-CoA, malonamoil-CoA, antranilil-CoA, cinamoil-CoA, p-cumaroil-CoA o 4-
hidroxibenzoil-CoA), a la que uneixen diferents molécules de malonil-CoA (o bé derivats seus
com el metilmalonil-CoA o [I'etiimalonil-CoA). Els compostos intermediaris resultants son
ciclats mitjancant mecanismes de condensacié intramolecular (per formar estructures
aromatiques), de lactonitzacié (per formar C-heterocicles) i de formacié de bases de Schiff
(per la sintesi de Mheterocicles) (Shen, 2000; Weissman, 2004).
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1.1.2.3.- Ruta mixta

Aquesta ruta és la que dona lloc a la formaci6 de tots els flavonoides.
Biosintéticament, els flavonoides son considerats tetracétids de sintesi mixta, ja que utilitzen
el p-cumaroil-CoA com a molécula iniciadora, a la qual s'uneixen tres molécules de malonil-
CoA, amb una posterior condensacié intramolecular de Claisen mitjangant I'enzim xa/cona-
sintetasa (CHS), donant lloc a la naringeninxalcona (2',4,4',6"-tetrahidroxixalcona), molécula
d’estructura C¢-C3-Cq, precursora de tots els flavonoides (Winkel-Shirley, 2001; Austin &
Noel, 2003).

La conversiéd de xalcones en flavanones és catalitzada per la xalcona flavanona-
[somerasa (CHI). La naringeninxalcona, de color groc, dona lloc a la flavanona naringenina,
que és incolora. Es habitual I'associacié de la CHS'i la CHI en un complex, que garanteix la
direccionalitat i I'especificitat estereoquimica que requereixen els segiients enzims del cami
metabolic. A partir de les flavanones poden formar-se les flavones, els 4-hidroxiflavans, les

isoflavones i els dihidroflavonols.

Les flavones es formen per l'accio de la flavona-sintetasa (FNS), que crea un doble
enllag entre les posicions 2 i 3. La majoria de les flavones estan glicosilades, constituint un
dels grups de flavonoides més nombrosos, presentant-se en quasi tots els teixits vegetals
(Martens & Mithofer, 2005).

Els 4-hidroxiflavans s'originen mitjancant la dihidrofiavonol-4-reductasa (DFR), el
mateix enzim que convertira els dihidroflavonols en leucoantocianidines. Les isoflavones es
formen gracies a l'activitat del complex de la isoflavona-sintetasa (IFS), i a partir d'elles
s'origina la resta d'isoflavonoides. Practicament només es troben isoflavonoides en la familia
de les Fabaceae, ja que la ZFS és un enzim de distribucié restringida (Ayabe & Akashi,
2006).

Els dihidroflavonols (3-hidroxiflavanones) es sintetitzen per accié de la flavanona-3-
hidroxilasa (F3H), i a partir d'ells poden formar-se els flavonols (per accié de la flavonol-
sintetasa, FLS) i les leucoantocianidines (per accid de la DFR). A partir de les
leucoantocianidines poden formar-se antocianines (previa formacié d’antocianidines) i tanins
condensats (prévia formacid de catequines o epicatequines). Les antocianines es formen
prévia conversié de les leucocianidines en antocianidines per l'accid de l'antocianidina-
sintetasa (ANS), les quals donen lloc a les antocianines mitjancant les anfocianidina-3-
glicosiftransferases (3GT) (Dixon et al,, 2005; Xie & Dixon, 2005). Els tanins condensats son
estructuralment més complexes que els hidrolitzables, i tenen una distribucié molt ample,

constituint el grup de polimers de flavonoides més significatiu. De fet, els tanins condensats
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son productes de polimeritzacid de 3-hidroxiflavans (catequines o epicatequines) i de 3,4-
dihidroxiflavans (leucoantocianidines) que es presenten com a cadenes de 4 a 8 unitats. Les
catequines (2,3-trans-) s'originen a partir de les leucoantocianidines per accié de la
leucoantocianidina-reductasa (LAR), mentre que les epicatequines (2,3-cis-) es formen a
partir de les antocianidines mitjancant I'antocianidina-reductasa (ANR) (Figura 1.9) (Bartel &
Matsuda, 2003; Tanner et al,, 2003; Xie et al., 2003; Dixon et al., 2005; Xie & Dixon, 2005).

dihidroflavonols

DFR

leucoantocianidines >

y w‘
tanins
R

antocianidines catequines —— /tondensats
AN

GT

antocianines epicatequines —»

J

Figura 1.9.- Sintesi dels tanins condensats a partir de les leucoantocianidines, catequines i epicatequines
(DFR, dihidroflavonol-4-reductasa;, ANS, antocianidina-sintetasa, 3GT, antocianidina-3-glicosil-
transferasa; LAR, leucoantocianidina-reductasa; ANR, antocianidina-reductasa) (Adaptacio de Xie &
Dixon, 2005)

La majoria dels flavonoides estan glicosilats, dels quals els més abundants son els
glicosids de flavones, de flavonols i d’antocianidines. L'especificitat de substrat de les
glicosiftransferases és forca elevada i la glicosilacidé pot incloure, a més de monosacarids,
una gran varietat de disacarids i trisacarids, que solen acumular-se en els vactols o en

secrecions hidrofiliques.

Els estilbens es sintetitzen mitjangant I'accié de I'estilbe-sintetasa (STS), que actua
de forma similar a la CHS, de manera que a una molécula de p-cumaroil-CoA se I'hi uneixen
3 molécules de malonil-CoA, perd, en aquest cas, el procés de ciclacid dona lloc una

estructura basica de tipus Cs-C,-Cq a partir de la qual es formaran tots els estilbens.
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1.1.3.- Els compostos fendlics i la seva importancia com a antioxidants

1.1.3.1.- Els radicals lliures i les espécies reactives d’oxigen

1.1.3.1.1.- Concepte de radical lliure

Un radical lliure és una molécula o fragment de molécula que conté un o més
electrons desaparellats en l'orbital extern d'un dels seus atoms. Aquests electrons
desaparellats confereixen al radical una gran reactivitat quimica, ja que en ser inestables,
tenen tendéncia a cedir o a captar un electré6 d'una altra molécula o radical per tal
d’aconseguir una configuracio electronica estable (Halliwell, 1995). Aquesta alta reactivitat
implica una baixa especificitat quimica, de manera que poden reaccionar amb tot tipus de
molécules veines, ja siguin lipids, proteines, hidrats de carboni o DNA. A més, aquesta
elevada reactivitat també fa que aquests radicals no sobrevisquin més d'uns quants
microsegons en el medi, i en unes concentracions molt baixes. Tot i la preséncia d'electrons
desaparellats en les capes més externes, aquests no determinen per si mateixos la carrega
global de la molécula resultant, aixi doncs podem trobar radicals que estiguin carregats
positivament, negativament, o neutres. Una molécula neutra pot convertir-se en negativa
guanyant un electrd, o bé positiva perdent-lo, i de la mateixa manera, una moléecula
carregada positivament o negativament pot esdevenir neutra per I'addicidé o subtraccié d'un
electré (Cheeseman & Slater, 1993).

Els radicals lliures es generen tant a I'exterior del nostre organisme, com a l'interior,

pels mecanismes seglents:

a) Trencament homolitic d'un enllag covalent. Aquest mecanisme és poc freqlient
en sistemes biologics, ja que requereix una gran quantitat d'energia (llum,
radiacions UV o ionitzants).

b) Pérdua d'un electré d’una molécula neutra

c) Addicié d’un electré a una molécula neutra

1.1.3.1.2.- Concepte d’espécie reactiva d’oxigen (ROS)

Els radicals lliures més importants en els sistemes biologics son aquells derivats de
I'oxigen, perd també hi ha algunes molécules que tenen oxigen i que no son radicals lliures,
com el peroxid d’hidrogen (H,0,), I'acid hipoclorés (HOCI), l'oxigen molecular (O,), i I'0zd
(03), que participen de forma activa en les reaccions dels radicals lliures en els sistemes
biologics. Per englobar totes aquestes substancies derivades de l'oxigen, radicals i no

radicals, s’ha creat el terme espécie reactiva d’oxigen (ROS). Aixi doncs, podem trobar ROS
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que siguin radicals com el radical hidroxil (‘OH), molecules com el peroxid d’hidrogen (H,0,),
ions com el peroxinitrit (ONOQ"), i ions i radicals simultaniament com I'anié-radical superoxid
(0,7), tal com es mostra a la 7au/a 1.2 (Yildirim et a/., 2000; Halliwell, 2006).

Espécies reactives d'oxigen

(ROS)

Radicals No radicals
Superoxid (0,7) Peroxid d'hidrogen (H,0,)
Hidroxil ('OH) Oxigen (O,)

Oxid nitric (NO") 0z6 (03)

Peroxil (ROO") Peroxinitrit (ONOO")

Alcoxil (RO Hidroperoxid (ROOH)
Acid hipoclorés (HOCI)

Taula 1.2.- Classificacio dels tipus de ROS segons si son radicals o no radicals

1.1.3.1.3.- Breu descripcié de les ROS més significatives

Anio-radical superoxid (0,7)

Es forma en organismes aerobics per la reduccié de l'oxigen amb I'addicié d'un
electrd, mitjangant enzims com la NADPH-oxidasa (en el procés de la fagocitosi), la
citocrom-oxidasa mitocondrial (en la respiracié cel'lular), el citocrom P-450 hepatic (en el
metabolisme oxidatiu dels xenobiotics) o la xantina-oxidasa (en la fase de repercussid per
isquémia). La generacié accidental d'aquest radical es deu, fonamentalment, a la fuga
d’electrons de diferents sistemes (cadena de transport electronic dels mitocondris i
cloroplasts, citocroms P-450i enzims donadors d’electrons). També hi ha fonts externes de

0,", especialment el fum de les cigarretes (Asada, 1999).

NADPH + 20, —_ L, NADP* + 20,
NADPH-oxidasa

Aquest radical té una vida mitjana molt curta, per la qual cosa no s'allunya gaire del
lloc on ha estat generat. En solucid aquosa és poc reactiu, i es destrueix per dismutacio

donant lloc a H,0,, de manera natural o mitjancant I'enzim superoxid-dismutasa (SOD).
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Els radicals O,”, per si mateixos, no sén particularment perillosos, pero algunes
molécules diana poden reaccionar facilment amb ells, jugant un paper molt important en la
formacio d‘altres intermediaris més reactius. En aquest sentit, la principal transcendéncia es
deu al fet que sén la font més important de H,0, i que actuen com a reductors de metalls de
transicio, sent ambdos precursors del perillds radical ‘'OH. També pot reaccionar, entre
d‘altres, amb el radical oxid nitric (NO') donant lloc al peroxinitrit (ONOQO") (Cheeseman &
Slater, 1993).

Peroxid d'hidrogen (H,0,)

El H,0, pot originar-se a partir de la reduccié de I'oxigen per dos electrons, perod en
sistemes biologics s'origina a partir de la dismutacid espontania o enzimatica (SOD) del
radical O,". De fet, la major part dels radicals O,” formats /7 vivo son eliminats per la SOD,
ja que aquest radical és més toxic que el H,0, i és important la seva rapida eliminacid. En
els peroxisomes, el H,0, també pot generar-se per l'accié de diverses oxidases (glicolat-

oxidasa, xantina-oxidasa, etc).

20, + 2H" — , H,0, + O,
SOD

Tot i que el H,0, pot produir-se en un lloc i desplagar-se a un altre, és un agent
oxidant que a baixes concentracions no és particularment reactiu, perd6 que a elevades
concentracions pot atacar diversos sistemes de produccié d’energia de les cél*lules. Es capag
d’oxidar els grups tiol de les proteines, i també esta implicat en la produccié de HOCI en els
neutrofils. De totes maneres el seu efecte més nociu es deu a la produccié de radicals ‘OH

en preséncia de metalls de transicid i del radical O,".

Fisiologicament, el H,O, s’elimina per l'accio de la catalasa i la glutatio-peroxidasa

(GPX) tal com s'indica a continuacio:

2H,0, ——mM 0, + 2H,0
catalasa

2GSH + H,O0, ———» GSSG + 2H,0
GPX
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Radical hidroxil (OH)

Es tracta de la ROS més reactiva en els sistemes biologics, ja que és capac
d'interaccionar amb quasi totes les biomolecules del seu entorn en el mateix lloc on és
generat i no existeixen mecanismes fisiologics de defensa que el puguin eliminar. A més,

indueix la peroxidacio lipidica (Cheeseman & Slater, 1993).
El ‘OH pot originar-se a partir del H,0, mitjancant les reaccions de Haber-Weiss i de
Fenton, perd també pot formar-se /n vivo per fissid homolitica dels enllacos de I'aigua per

I'accié de radiacions ionitzants.

La Reaccio de Haber-Weiss utilitza el radical O, com a donador d’electrons:

02-_ + HzOz _— ‘OH + OH + 02

En la Reacci6 de Fenton es substitueix el O, per I ferrds (Fe **), que actua com a

agent reductor:

Fe®* + H,0, ——— Fe** + OH + "OH

També poden donar-se les dues reaccions de manera simultania, mitjancant

I'anomenada Reaccié de Haber-Weiss catalitzada per Fe:

Fe** + 0,° —» Fe**

+Oz

Fe®* + H,0, ——— Fe’* + OH + ™OH

En condicions normals, perd, el poo/ de Fe** lliure disponible en I'organisme per
catalitzar la reaccid és limitat, ja que es disposa de diversos transportadors de Fe per
prevenir |'alliberament imprevisible, i aixi limitar la seva disponibilitat per catalitzar la reaccid.

L'evidéncia, encara no confirmada, que un excés de Fe esta relacionat amb un increment del
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risc de malalties cardiovasculars i cancer, podria explicar-se pel paper que juga el Fe en la
formacid dels d’aquests radicals ‘OH (Weiss & Gordeuk, 2005).

Oxigen singlet (*05)

El 'O, és una forma electronicament excitada de l'oxigen, amb una vida mitjana molt
curta, entre 10° i 10° segons. Per la formacié d’aquesta ROS és necessaria I'aportacid
d’energia, que sol provenir de la llum solar. L'absorcié d'aquesta energia fa desplacar un dels
electrons a un orbital d’energia superior. Presenta una activitat oxidant molt forta, sent
capac de combinar-se amb molécules que no reaccionen amb l'oxigen en el seu estat basic.
Els seus objectius preferencials son els dobles enllacos dels acids grassos poliinsaturats
(PUFA) o de les bases nitrogenades. Aquest radical juga un paper molt important en

I'aparicid del cancer de pell, ja que aquest teixit esta molt exposat a la llum.

En els sistemes biologics, el 'O, es pot formar mitjancant reaccions de
fotosensibilitzacid quan determinats farmacs, cosmétics, toxines de plantes i pigments sén
il'luminats en preséncia d'oxigen. També pot generar-se de forma enzimatica per accié de
peroxidases o lipooxigenases, per la reaccioé del H,0, amb el HOCl o el ONOO", o bé durant
I'explosio respiratoria (respiratory burst) del fagocits (Steinbeck et a/,, 1992; Di Mascio et a/.,
1996).

El 'O, pot ser eliminat per I'acid ascorbic (vitamina C) (en fase aquosa), i pel a-

tocoferol (vitamina E) i els carotenoides (en fase lipidica).
Oxid nitric (NO’)

Es tracta d’un radical lliure gasds, que es forma a partir de la L-arginina per I'accié
de l'enzim oxidnitric-sintetasa (NOS), principalment a les cél'lules de I'endoteli vascular, als

neutrofils i als macrofags.

Aquesta ROS té una gran importancia biologica degut al seu paper com a molécula

de senyalitzacid, regulant un ampli espectre d‘accions al sistema nervids, cardiovascular i
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inmunologic com per exemple la inhibicié plaquetaria, la regulacié de la pressio arterial, la
mort cel*lular programada o la resposta a infeccions (Wink & Mitchell, 1998; Mount & Power,
2006).

En les cél'lules de I'endoteli vascular poden formar-se petites quantitats de O,”, que
poden reaccionar amb el NO* formant ONOO™. Com que el NO" és un agent vasodilatador, la
capacitat del O, per eliminar aquests radicals pot produir efectes vasoconstrictors. Per aixo

s’ha suggerit el paper del O, en la patogenesi de la hipertensié (Wink & Mitchell, 1998).

El radical NO' també intervé en la induccié de la lipoperoxidacid, de manera directa,

0 bé en combinacié amb el O, (Rajaraman et a/., 1998).

Peroxinitrit (ONOQO")

El ONOO™ es produeix per la reaccid del NO" amb el radical O,”. Com a resultat

d’aquesta reaccid entre dos radicals es forma un no radical.
0, + NO —»  ONOO

El ONOO™ pot oxidar els grups sulfhidril de les proteines o induir la peroxidacio de
lipids. De fet, pot exercir la seva toxicitat directament o bé descomponent-se en altres

productes toxics i inestables.

ONOO" + HY —mM ‘OH + NO,

Acid hipoclords (HOCI)

El HOCI és un potent oxidant que es sintetitza com a principal agent bactericida en
els neutrofils. Es forma per l'accié de la mieloperoxidasa (MPO) sobre els ions clorur en
presencia de H,0,. Aquesta reaccid es porta a terme en els fagosomes dels neutrofils

després de la seva fusié amb els lisosomes que contenen MPO.

H,0, + cr —_— HOCI + "OH
MPO

El HOCI és capag de travessar les membranes cel*lulars i, en preséncia d'ions de

metalls de transicio, pot generar ‘OH (Aruoma, 1994).
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S’ha observat que el HOCI pot iniciar la peroxidacié dels lipids i que, combinant-se
amb H,0,, pot lesionar el DNA i els seus mecanismes de reparacio, alterant, al mateix
temps, la concentracié de Ca®* intracellular i el pH. D’altra banda, el HOCI reacciona amb
els grups sulfhidril i amino de les proteines, i pot clorar les bases puriniques del DNA,
contribuint a les lesions dels teixits durant els processos inflamatoris. Degut a aquestes
propietats, el HOCI s'utilitza en molts blanquejadors basats en clor i en desinfectants

utilitzats en arees de manipulacié d’aliments (Panasenko, 1997).

L'acid ascorbic i l'albumina son potents desactivadors del HOCI a concentracions

fisiologiques.

Radicals peroxil (LOO") i alcoxil (LO')

Els radicals LOO" i LO" es formen com a intermediaris en el procés de la peroxidacio
lipidica (veure gpartat 1.1.3.2.2), que s'inicia amb la subtraccié d’'un atom d’hidrogen d’un
PUFA. Els hidroperoxids de lipids (LOOH) es formen per accid de les /jpooxigenases, en
presencia de metalls de transicid (Brash, 1999). Els LOO" i LO" generats poden propagar la
peroxidacié en reaccionar amb els acids grassos adjacents. Cal tenir en compte que els
metalls de transicié (especialment el Cu i el Fe) son potents promotors de radicals lliures, i
que les /jpooxigenases poden generar peroxids en els aliments i en les lipoproteines de baixa
densitat (LDL), facilitant el desenvolupament de l'arterosclerosi. D'altra banda, els aldehids
(productes generats en darrer terme en el procés de peroxidacié de lipids), en reaccionar
amb grups aminics de peéptids i proteines, poden estar implicats en el mecanisme de

modificacié de lipoproteines.

LOOH + Fe** (Cu’Y) — L0 + Fe* (Cu**) + "OH

LOOH + Fe**(Cu*!) — —» LOO + Fe’*(Cu*) + H*

La peroxidacié lipidica de la membrana produeix alteracions de les funcions
secretores i dels gradients ionics. A més, molts residus quimics d'aquestes reaccions poden
difondre i provocar edemes, alterar la permeabilitat vascular, desencadenar reaccions
inflamatories i quimiotaxi, estimular la fosfolipasa A2 i induir lalliberaci6 de Iacid
araquidonic, amb la consequent formacié d'eicosanoides. Tanmateix, s'’ha trobat una estreta
relacié entre I'elevacié de les concentracions d'alguns productes terminals de la peroxidacio

lipidica, I'activacié de proto-oncogens i la promocié de tumors (Biasi et /., 2007).
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Entre els neutralitzadors més importants d’aquests radicals es troben el glutatid

(GSH) i la vitamina C en fase aquosa, i la vitamina E i els p-carotens en fase lipidica.

1.1.3.2.- Estrés oxidatiu

1.1.3.2.1.- Definicio d’estrés oxidatiu

La formacié de ROS és un procés natural, constant i inevitable associat a la vida en
condicions aerobiques. Totes les cél'lules produeixen ROS continuament, a més, també
n‘arriben procedents de I'exterior de I'organisme. La formacié d’aquestes ROS és necessaria i
beneficiosa per la supervivencia dels éssers vius (Figura 1.10), perd si aquestes espécies
reactives estan en excés, seran perjudicials. Aleshores cal l'existéncia d'unes defenses
antioxidants endogenes que les neutralitzin, de manera que es mantingui un equilibri entre

la quantitat de ROS i les defenses antioxidants (Bulguer & Helton, 1998).

Efectes positius de les ROS

> Actuen com a senyals intercel*lulars i reguladors de gens implicats en el procés de

creixement i desenvolupament cellular

> Poden induir I'expressié de gens

> Regulen I'estructura i funcio de les proteines, mitjancant la modificacié de residus de

cisteina

» Intervenen en el control del to del muscul llis

> Intervenen en la sintesi de tiroxina en la glandula tiroides

> Participen en processos d’eliminacié de patogens en la fagocitosi de macrofags i

neutrofils

Figura 1.10.- Funcions fisiologiques i efectes beneficiosos de les ROS
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L'equilibri que s’estableix entre els sistemes oxidants i antioxidants, constitueix un
element essencial en el desenvolupament i la fisiologia normal dels organismes vius, aixi

com en la regulacio general del metabolisme.

ROS defanses antioxidants

‘o, - £ ™
HO, :L f/T\)
e ! .

Figura 1.11.- Representacio6 de ’equilibri entre les ROS i les defenses antioxidants

L'estrés oxidatiu es pot definir com I'estat en el qual el nivell de ROS sobrepassa les
defenses antioxidants de I'organisme, com a resultat d'un desequilibri entre els sistemes de
formacio i eliminacié de ROS (Finkel & Holbrook, 2000; Mittler, 2002).

Existeixen una serie de factors externs que poden fer desequilibrar aquesta balanga i
desencadenar una situacié d'estrés oxidatiu. Aquests factors poden ser quimics (com ara
metalls pesats, herbicides, pesticides, xenobidtics i farmacs), fisics (com poden ser les
radiacions ionitzants i UV, o bé I'hiperoxia), i organics o metabolics (dieta hipercalorica o
amb un baix contingut en antioxidants, diabetis mellitus, exercici extenuant, processos

inflamatoris, traumatismes, isquémia-reperfusid, etc).

1.1.3.2.2.- Efectes perniciosos de I'estrés oxidatiu

Un estrés oxidatiu esta associat a un excés de ROS, que poden reaccionar amb
diferents tipus de components cel-lulars com lipids, proteines i acids nucleics, produint
traumatismes locals i una eventual disfuncié dels organs.

Entre els mecanismes pels quals els radicals lliures malmeten les cél*lules hi ha la

peroxidacio lipidica, el cross-finking (que consisteix en reaccions de fusié entre proteines o

molécules de DNA), la destruccié de la membrana cel*lular (que fa que salteri el pas de
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substancies a través d’ella), la destruccié de lisosomes, i I'acumulacié de pigments com la

lipofuscina, que interfereix en la quimica celul*lar.

Peroxidacio lipidica

Els lipids son probablement les biomolécules més susceptibles a I'atac dels radicals
lliures. Les ROS, en particular el radical ‘OH, tenen com a objectiu preferent els PUFA que
formen part de la fase lipidica de les membranes cel-lulars. La peroxidacio lipidica es
desenvolupa mitjancant una série de reaccions en cadena, que un cop engegada, es

propaga rapidament donant lloc a lesions que disminueixen la fluidesa de les membranes.

El procés (Figura 1.12) s'inicia amb la pérdua d'un electré d'un doble enllag d'un
PUFA (LH), donant lloc al radical L" (Brash, 1999). El radical lliure format pot tenir diferents
destinacions. Una de les més frequients és la reaccié6 amb una molécula d’oxigen, formant el
radical LOO'". En la fase de propagacio, aquest radical LOO" pot captar un electrd d’un altre
PUFA (L'H) proper, donant lloc a un hidroperoxid lipidic (LOOH) i a un nou radical (L ), que
a la vegada pot reaccionar amb oxigen formant un altre peroxiradical, i aixi successivament.
D’altra banda, el radical LOO pot interaccionar amb un altre LOO’, unint les cadenes laterals
entre si mitjangant un enllag covalent. També pot formar un enllag covalent reaccionant amb
un radical (L'). En ambdds casos, la formacié de radicals arriba a la fi. Tanmateix, els LOOH
poden descompondre’s en diferents radicals i/o donar lloc, finalment, a aldehids, diens
conjugats i altres productes. Com a conseqiiéncia d'aquest conjunt de reaccions (fase de
terminacio), es produeix una desorganitzaciéo de les membranes (resultat de la deformacio
de les cadenes laterals dels acids grassos), amb canvis letals per a la cél'lula, que es poden
estendre a teixits, i fins i tot a organs sencers. La lipoperoxidacié s'associa a l'etiologia de
diferents patologies o situacions fisiologiques, com I'aterosclerosi, l'artritis reumatoide,
I'emfisema pulmonar, el cancer, i el procés d’envelliment cel*lular. De totes maneres, la idea
gue la peroxidacio lipidica té només un efecte destructiu ha canviat. Actualment es sap que
molts hidroperoxids lipidics participen en la transduccid de senyals i en la formacido de

compostos com ara prostaglandines i jasmonats (Blokhina et a/,, 2003).
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IH + R —» L + RH
Iniciacio
L + Ob, ——» LOO

Propagacio OO + 'H —— LOOH + L

LOO + L'OO0 — LOooL" + O,

LOO" + LW — LooL’

L + L' — Ll

Terminacio

LOOH ——— LOO, LO/, aldehids, diens conjugats...

Figura 1.12.- Reaccions en cadena de la peroxidaci6 lipidica

Lesions a proteines

Les proteines també poden ser atacades per les ROS, produint-se canvis estructurals
i funcionals. Ara bé, les proteines no son tan susceptibles als atacs dels radicals lliures com
els PUFA, i hi ha menys possibilitats per a la progressié de les reaccions en cadena. De fet,
I'atac dels radicals lliures a les proteines només es dona quan es produeix una acumulacio
de radicals, o quan l'atac, facilitat per la unié de la proteina a un i6 d'un metall de transicio,
convergeix en un lloc concret de la proteina. Tanmateix, els aldehids procedents de la
peroxidacié lipidica poden reaccionar amb grups sulfhidrii o amb aminoacids basics
(histidina, lisina). Cal tenir en compte que, tot i que totes les cadenes laterals dels
aminoacids que conformen les proteines son susceptibles de ser atacades, les més
vulnerables son les cadenes laterals de la tirosina, la fenilalanina, el triptofan, I'histiding, la
metionina, la lisina i la cisteina. Les estructures més afectades solen ser les proteines de
membrana (canals ionics i receptors) i les proteines estructurals responsables del procés de

contraccié muscular.

Lesions al DNA

Les lesions al DNA, tal com passa a les proteines, no son tan freqlients, i només es
donen quan els radicals lliures es formen al seu costat (per exemple com a conseqliéncia
d’una irradiacid). En aquest cas, els efectes més freqiients dels atacs dels radicals lliures son
les modificacions de les bases, el trencament de les fibres i la formacié d’enllagos creuats.

(Cadet et al, 1997). Les lesions oxidatives al DNA, en condicions metaboliques normals, son
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forca elevades, i moltes d'elles donen lloc a mutacions. Tot i aixi, existeix un grup d’enzims,
anomenats reparadors, que reparen aquestes lesions, encara que no sén eficagos al cent per
cent. Per tant, les lesions oxidatives i les mutacions van acumulant-se amb l'edat i poden
contribuir al desenvolupament de malalties com el cancer i processos inflamatoris cronics
(Wiseman & Halliwell, 1996).

1.1.3.2.3.- Malalties i disfuncions organiques relacionades amb l'estrés oxidatiu

Durant els Ultims anys s'ha posat de manifest |'existéncia d’una estreta relacié entre
aquesta situacioé de desequilibri i una série de processos fisiopatologics que limiten la qualitat
i l'expectativa de vida de moltes persones. Entre aquests processos destaquen
I'aterosclerosi, la carcinogenesi, les inflamacions, les malalties neurodegeneratives
(Alzheimer, Parkinson), les cataractes, la diabetis, la malaria, les malalties autoimmunitaries,
etc. A més, els processos patogenics propis de I'envelliment s’acceleren en relacié directa
amb la magnitud de l'estrés oxidatiu (Fridovich, 1998; Yildirim et a/, 2000; Waris & Ahsan,
2006).

El fenomen de I'envelliment ha centrat un debat intens en els darrers anys, perd
entre les diferents teories que han sorgit al respecte, la que situa I'estrés oxidatiu com a
punt clau del procés, i els antioxidants com a mecanismes per aturar-lo, és la que ha anat
agafant més forca. Aixi, mentre que en un principi es va afirmar que els organismes que
més anys vivien eren aquells amb una taxa metabdlica inferior, ara s'ha demostrat que sén
aquells amb més i més bones defenses antioxidants els que més anys viuen, tot i tenir una
taxa metabolica elevada (Finkel & Holbrook, 2000).

1.1.3.3.- Mecanismes de defensa davant I'estrés oxidatiu

1.1.3.3.1.- Els antioxidants

Els antioxidants son substancies capaces de prevenir, aturar o retardar determinades
reaccions d'oxidacio, protegint les molécules biologiques de les agressions oxidatives. Degut
al seu caracter altament reductor, reaccionen amb les substancies oxidants abans que les

molécules biologiques, impedint aixi que aquestes resultin danyades.

Per contrarestar la quantitat de ROS que es formen en l'organisme de manera
natural i les que hi arriben de l'exterior, el propi organisme disposa d’'una série de
substancies i mecanismes antioxidants, I'anomenat sistema antioxidant (Finkel & Holbrook,
2000). Aquests mecanismes es basen principalment en la capacitat de reduir ROS i quelar

metalls, evitant aixi les reaccions catalitzades pels radicals lliures com la peroxidacié lipidica.

23



Compostos fendlics INTRODUCCIO

Tot i aixi, l'activitat antioxidant també pot donar-se de manera indirecta, ja que molts
antioxidants son cofactors o bé moduladors de I'expressi6 de gens que codifiquen per
enzims amb activitat antioxidant, com la peroxid-dismutasa o la GPX (Soobrattee et al.,
2005).

Gracies a aquesta capacitat protectora davant l'oxidacié i I'accié de les ROS, els
antioxidants son de gran ajuda pel tractament i la prevencié de diferents malalties. Entre les
accions beneficioses, destaquen la reducci6 de l'oxidacid de les LDL, la disminucié de
I'agregacié plaquetaria, el bloqueig dels efectes de la promocié d'oxidacions induides per
diverses hormones secretades en situacions d’estrés com l'adrenalina i la noradrenalina, la
reduccié dels efectes oxidants dels radicals lliures, la inhibicié6 de processos aberrants del
metabolisme, la participacio en la resposta immunitaria davant les infeccions virals i diferents
tipus de cancer, la disminucid dels efectes perjudicials del sistema immunitari en la resposta
inflamatoria (com els que es donen en lartritis reumatoide o I'’Alzheimer), o la proteccid
contra processos degeneratius del cervell i el control del procés de I'envelliment. De totes
maneres, els antioxidants son agents preventius a llarg termini. No poden invertir el procés,
perd poden retardar-lo. Els efectes que condueixen a malalties croniques sé6n acumulatius,
normalment després de deécades. Per aix0, és important que els antioxidants siguin

administrats diariament i al llarg de la vida.

La quantitat d'antioxidants propis de l'organisme no és il'limitada, i per tant, cal
renovar constantment les seves fonts, ja sigui de forma endogena o bé amb suplements
procedents de l'exterior. De fet, el nostre cos produeix antioxidants de manera endogena,
com ara els enzims GPX i catalasa, 'acid o-lipoic, o el coenzim Q-10, perd també n'hi
arriben molts a partir de la dieta, sobretot de les fruites i verdures. A més, també hi ha
suplements dietétics, molt utilitzats en paisos com els Estats Units, on la dieta habitual és
deficient en antioxidants. Cal tenir en compte que l'estil de vida pot influir en gran mesura
en la generacié d’una situacié d’estres oxidatiu. Com a habits negatius es poden destacar el
sedentarisme, una dieta inadequada, i toxics com el tabac, les drogues o l'alcohol. D'altra
banda, una alimentacio rica en fruites i verdures ha demostrat que pot disminuir el risc de
patir malalties croniques associades a l'estrés oxidatiu, ja que tenen un alt contingut de

compostos antioxidants (Ramarathnam et a/,, 1995).
1.1.3.3.2.- Tipus i fonts naturals d'antioxidants (el sistema antioxidant)
Existeix un ampli ventall de sistemes i compostos antioxidants. Aquests es poden

classificar segons diferents criteris, com per exemple segons el mecanisme d'accid

(enzimatics, no enzimatics), el punt d'actuacid en la cadena oxidativa (preventius,
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reparadors), o segons la seva procedéncia (endogens, exogens). Tots aquests antioxidants
tan diversos no actuen per separat, sind que es complementen entre ells, regenerant-se els
uns als altres i intervenint en diferents punts, de manera que conformen un equilibri de
peces destinat a evitar un excés de substancies oxidants a l'organisme, i els seus efectes
perjudicials. A continuacio s'exposa una breu descripcié de cada tipus d’antioxidant segons la

seva procedeéncia:

Fonts endogenes

Una part important del sistema de defensa antioxidant a l'interior de les cél*lules
esta constituida pels enzims antioxidants. L'elevada presencia d’aquests enzims en sistemes

biologics, dona testimoni de la importancia que tenen per a la supervivéncia de 'organisme.

Superoxid-dismutasa (SOD)

La SOD converteix dos radicals O, en una molécula de H,0, i una d’oxigen. Aquest
enzim es troba en totes les cél*lules i pot presentar-se en tres formes diferents: la Mn-SOD,
que es troba en els mitocondris; la CuZn-SOD, que es troba en el citosol i altres organuls
cel'lulars; i la Cu-SOD que es troba en l'espai extracel'lular, secretada per determinades

cél-lules com fibroblasts i cél-lules endotelials. La forma predominant és la CuzZn-SOD.

20, + 2HY —— H,0, + 0O,
SOoD

Aquest enzim és fonamental com a primera linia de defensa. Tot i aixi, el mateix
increment de H,0, inactiva lentament la CuzZn-SOD, pero d'altres enzims com les catalases i

les peroxidases seran responsables de la reduccié d’aquest H,0, (Fridovich, 1995).

Recentment s’ha descobert que el gen de la SOD és defectuds en pacients amb
esclerosi lateral amiotrofica. A més, les investigacions sobre la patogenesi del Sindrome de
Down han mostrat una sobreproduccié de SOD, revelant la possibilitat d’una relacié amb

I'increment de I'activitat dels radicals lliures (Zana et al., 2007).
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Catalases

Les catalases, juntament amb les peroxidases son els enzims responsables de
I'eliminacié del H,0,, convertint-lo en aigua i oxigen. Les catalases tenen una afinitat pel
substrat més baixa que les peroxidases, ja que la reaccid necessita l'accés simultani de dues

molécules de H,0, al centre actiu de I'enzim (Willekens et a/., 1997).

2 HzOz —_— 2 Hzo + 02
catalasa

Les catalases tenen 4 subunitats proteiques, amb un grup prostétic de tipus hemo
cadascuna. Es localitzen en els peroxisomes de la majoria de cél'lules aerobiques i, en els

animals, es concentren fonamentalment al fetge i als eritrocits.

Glutatio-peroxidasa (GPX) i glutatio-reductasa (GR)

La GPX és una proteina tetramera amb 4 atoms de Se units en forma de seleno-
cisteina. Aquest enzim catalitza la reduccid del H,O, (i de tots els LOOH en general), oxidant
el GSH. Es distribueix per tots els teixits, i dins la cél'lula es localitza en el citosol i a I'interior

dels mitocondris.

HO0, + 2GSH ——» GSSG + 2H,0
GPX

LOOH + 2GSH —» GSSG + LOH + H,O
GPX

La regeneracio del GSH a partir de la seva forma oxidada (GSSG), és catalitzada per

la GR, que utilitza NADPH com a font de poder reductor.

GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP*
GR

En animals, el GSH és I'agent reductor més utilitzat per les peroxidases com la GPX, i
I'activitat d'aquests enzims depén, en part, de la relacid GSSG/GSH. La concentracio relativa
d’aquests compostos és un reflex de I'estat redox de la cél'lula i un factor important en els

processos de neutralitzacié de LOOH (Halliwell, 1995).
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e/

Ascorbat-peroxidasa (APX), "Cicle de |ascorbat - glutatio

En les cél'lules vegetals, el substrat reductor més important per a I'eliminacié del
H,0, és l'ascorbat. La APX utilitza dues molécules d'ascorbat per a reduir el H,0O, a aigua,
amb la concomitant generacié de dues molécules de monodehidroascorbat (MDHA), radical
gue, si no és reduit rapidament, pateix una desprotonacié convertint-se en ascorbat i
dehidroascorbat (DHA). EI MDHA pot ser reduit directament a ascorbat mitjancant la MDHA-
reductasa (MDHAR), pero malgrat la possibilitat daquesta regeneracié directa, la rapida
desprotonacio del radical MDHA implica que sempre es produeixi una quantitat important de
DHA. Aleshores, aquest DHA és reduit a ascorbat mitjangant la DHA-reductasa (DHAR), que
utilitza GSH com agent reductor. El GSSG format com a conseqiiéncia, és reciclat de nou a
GSH mitjancant la GR. Aquest conjunt de reaccions que tanquen el cicle es coneix com a
“Cicle de I'ascorbat-glutatié” (Noctor & Foyer, 1998; Blokhina et a/., 2003).

Ascorbate
MNADP

2G5l NADPH

NADPH
MDHA—=+ DHA o540 NADE

Figura 1.13.- Cicle de I’ascorbat-glutatié

Altres antioxidants endogens

Hi ha tot un conjunt d'enzims (fosfolipasa A2 i C, endo i exonucleases, ADN-
glicosilases, peroxidases i metioninasulfoxid-reductasa) que tenen la responsabilitat de la
reparacié directa dels danys produits a proteines, DNA, RNA, lipids i glticids. També
degraden les molecules oxidades, conservant les estructures basiques no danyades, i
eliminen els productes malmesos de forma irreversible. També hi ha antioxidants endogens
no enzimatics, com el GSH, els péptids d'histidina, proteines com la ferritina i la transferrina,
el coenzim Q-10, la melatonina, l'urat i els grups tiols de proteines plasmatiques (Pietta,
2000).

Fons exogenes

En els organismes animals, el fet que I'eficiencia de les defenses antioxidants sigui
incompleta, i que a més estiguin sotmesos continuament a situacions ambientals oxidants
(fum del tabac, contaminacio, radiacié ultraviolada, etc), fa necessari el subministrament

d’antioxidants de manera exogena a partir de la dieta (Pietta, 2000). Les fruites i les
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verdures sén molt riques en antioxidants com ara les vitamines C, E o A. Tanmateix, moltes
plantes son riques en compostos fenolics, compostos que també tenen propietats
antioxidants i que, fins i tot, poden arribar a ser més actius que altres compostos de

naturalesa no fenolica com la vitamina C (Soottbratee ef a/,, 2005).

Aquests sistemes antioxidants, perd, no son enzimatics, de manera que, a diferéncia
dels enzims, es consumeixen en el procés i han de ser reemplacats. Es per aixd que
I'aportacié d'aquests compostos a partir de la dieta cobra una importancia clau en el
manteniment de l'equilibri entre ROS i antioxidants. L'origen d’aquests compostos és
fonamentalment vegetal, de manera que una dieta rica en fruites, verdures, llegums i
cereals assegura una bona defensa antioxidant. A més, també hi ha la possibilitat
d’aconseguir aquests compostos a partir de preparats de suplements dietétics, important en

paisos on la dieta tradicional és pobra en vegetals.
Vitamina E (a-tocoferol)

El a-tocoferol és l'antioxidant liposoluble més abundant. Es troba en totes les
membranes cel'lulars, ja que el seu caracter lipofilic li permet situar-se a l'interior de la
bicapa lipidica, on juga un paper molt important en la proteccié dels lipids davant I'oxidacid,
evitant la formacié d’enllacos covalents entre les cadenes laterals dels acids grassos. També
realitza un important paper en la modulacié de la transduccié de les senyals relacionades
amb les ROS. A més, la vitamina E pot eliminar directament determinades ROS com ara O,",
"OH i '0, (Upston et al., 1999; Azzi & Stocker, 2000; Blokhina et a/,, 2003).

El a-tocoferol (o-TOH) pot transferir un electré6 a un radical lliure, eliminant el
radical abans que aquest pugui interaccionar amb les proteines de la membrana o bé iniciar
la peroxidacio dels lipids. Quan el a-TOH es combina amb un radical lliure, es converteix en
a-TO', sent ell mateix un radical relativament estable, que pot ser reconvertit a la forma
original per via enzimatica. Per aconseguir-ho, el a-TO" reacciona amb l'ascorbat produint-se
MDHA i a-TOH. L'ascorbat es regenera mitjancant el cicle de I'ascorbat-glutatié (Upston et
al., 1999).

a-TOH + LOOO ——» o-TO + LOOH
a-TOO + LOOO ——— «-TO-O0L

A més de mantenir la integritat de les membranes cel*lulars, la vitamina E inhibeix la

formacid de nitrosamines gracies a la seva capacitat per a captar NO'. També protegeix la
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vitamina A, els aminoacids sulfurats i la vitamina C de la seva destruccié. A més, alleugera el
cansament, prevé i dissol els coaguls sanguinis, protegeix els pulmons de la contaminacio,
retarda I'envelliment cel*lular, accelera la cicatritzacié de les cremades, i ajuda a la prevencio
d’avortaments espontanis. A més, és vital pel metabolisme del fetge, del teixit muscular (llis i
estriat) i del miocardi. També protegeix la glandula suprarenal del deteriorament, és
essencial en la formacié de fibres de col-lagen i elastiques del teixit conjuntiu, estimula la
resposta immune, protegeix de I|aterosclerosi, i la seva deficiencia produeix
neurodegeneracid. Alguns estudis han mostrat una baixa incidéncia d'infeccions quan els
nivells d’aquesta vitamina son elevats, i que pot inhibir la iniciacié del cancer mitjancant un

increment de la immunocompeténcia (Azzi & Stocker, 2000).

Carotens (B-caroté)

Els carotens constitueixen un nombros grup d’antioxidants liposolubles, tot i que no
son tan potents com el a-tocoferol. Molts d’ells sén precursors de la vitamina A i es troben a
les membranes cel'lulars o associats a lipoproteines. El p-carote, que pot donar dues
molécules de vitamina A, és el més estudiat. Altres carotens significatius son el a-carote, la

luteina, el licopé i la zeaxantina (Schafer et a/., 2002).

L'activitat antioxidant del p-caroté es deu a la seva habilitat per a eliminar el 10,,
captar radicals lliures i protegir els lipids de les membranes dels efectes perniciosos de la
degradacié oxidativa. L'eliminacié del 0, implica una reaccié en la qual I'energia de l'oxigen
excitat és transferida al carotenoide, formant-se una molécula en estat excitat. Tot i aixi, la
capacitat del B-carote i altres carotenoides per a eliminar oxigen excitat és limitada, ja que el

carotenoide pot patir una autooxidacié durant aquest procés (Krinsky, 1993).

Els carotens, pero, també son capagos d'eliminar altres ROS. En aquest sentit, el B-
caroté (CAR) podria reaccionar directament amb el LOO a baixes pressions d’oxigen, fet que
podria proporcionar algun sinergisme amb la vitamina E, que reacciona amb els LOO a

elevades pressions d’oxigen.

CAR + LOOO ——— LOO-CAR
LOO-CAR" + LOO® —» LOO-CAR-OOL

Els carotens son necessaris pel desenvolupament dels ossos, pel manteniment de les

cél-lules de la mucosa i de la pell i, en general, per prevenir les infeccions respiratories. El
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retinol ajuda a millorar la visié nocturna. La ingestié d’'una baixa quantitat de carotenoides
es correlaciona amb un increment en la incidéncia de cancer de pulmo, displasia cervical,
cataractes i malalties cardiovasculars, perd una ingesta elevada (per exemple en forma de

suplements) pot produir retinopaties (Krinsky, 1998).
Vitamina C (Acid ascorbic)

L'acid ascorbic és I'antioxidant hidrosoluble més significatiu i un dels més estudiats.
S’ha detectat en la majoria de les cél'lules i organuls, i es presenta tan en forma intra com
extracel*lular. El paper de la vitamina C en la salut ha despertat molt interés. De fet,
constitueix la primera linia de defensa antioxidant en el plasma davant diferents tipus de
ROS. També s’ha demostrat que protegeix les LDL de manera més efectiva que la vitamina
E. Hi ha evidéncies basades en estudis epidemiologics, que indiquen que el subministrament
adient de vitamina C disminueix el risc de cancer, malalties cardiovaculars i cataractes
(Noctor & Foyer, 1998; Smirnoff, 2000; Blokhina et a/., 2003).

Com a antioxidant, I'acid ascorbic és capac de reduir un ampli ventall de compostos
com l'oxigen molecular, els nitrats, els citocroms A i C, els radicals ‘'OH, LOO i 0,7, el H,0,,
el HOCI, i el 0,.

La seva accio esta relacionada amb la formacié dels radicals MDHA i DHA, que es
regeneren mitjangant el cicle de l'ascorbat-glutatid, (Noctor & Foyer, 1998). Com s'ha
comentat anteriorment, la vitamina C també contribueix a la regeneracié de la vitamina E
donant protecci6 a les membranes. De fet, I'administraci6 de vitamina C als animals

condueix a un increment dels nivells plasmatics i tissulars de vitamina E.

ASC + O,” + 2 H* _— H,0, + MDHA
(ASC = acid ascorbic)

La vitamina C intervé en la sintesi de collagen i en la produccié d’hormones. Es
important en el creixement i reparacio de les cél'lules de diferents teixits com genives, vasos
sanguinis, ossos, o dents. També contribueix al metabolisme dels greixos, inhibeix la
carcinogenesi per nitrosamines, i neutralitza els radicals lliures produits pels contaminants de
I'aire (Os, Oxids nitrosos i fum de les cigarretes). Aixi, millora la cicatritzacio de les ferides,
alleugera el sagnat de les genives, redueix l'efecte de moltes substancies productores
d’al*lérgies i, en general, enforteix les defenses de I'organisme (Smirnoff, 2000; Blokhina et
al, 2003).
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Compostos fenolics

S’ha demostrat que les dietes riques en fruites i verdures protegeixen davant
I'aparicié de malalties cardiovasculars i de diferents tipus de cancer (Strandhagen et al,
2000; Soobrattee et al, 2005). Aquests efectes s’havien atribuit inicialment a coneguts
antioxidants que es troben als aliments com el B-carote o les vitamines C i E, pero també
s’ha vist que els compostos fenolics hi juguen un paper important. De fet, els polifenols
presenten un ampli ventall d'efectes biologics com a conseqiiéncia de les seves propietats
antioxidants tant en els compartiments hidrofils com lipofils de I'organisme. Aquests
compostos sovint actuen de forma sinérgica amb la vitamina C i la vitamina E, augmentant i
prolongant els beneficis d'aquestes vitamines. Als compostos fenolics també se’ls atribueixen
moltes altres propietats biologiques i farmacologiques com la interaccié en la transduccié de
senyals, la modulacié de I'expressid de gens, la quelacié de metalls, beneficis en processos
inflamatoris, efectes inmunomoduladors, activitat antiradicalaria, etc (Rice-Evans et &/,
1996; Vinson et al, 1995; Soobrattee et a/, 2005). Diversos estudis han demostrat que, a
més dels efectes antioxidants protectors, alguns tipus de polifenols (acids benzoics, tanins
hidrolitzables i particularment els flavonoides) tenen efectes anticarcinogens i
antimutageénics, ja que poden interferir en diversos passos del desenvolupament dels tumors
malignes, desactivar compostos carcinogens, inhibir I'expressié de gens mutats i l'activitat
d’enzims implicats en l'activacié de procarcindgens, i activar sistemes enzimatics implicats en
la desintoxicaci6 de xenobiotics (Bravo, 1998). Tot i aixi, també poden actuar com a
prooxidants en determinats sistemes i condicions, de manera que cal anar en compte amb
les recomanacions de suplements alimentaris i aliments enriquits en aquest tipus de
compostos, ja que tot i que quantitats correctes de compostos fenolics son beneficiosos per

la salut, grans quantitats poden resultar perjudicials (Halliwell, 2007).

1.1.3.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos

fenolics

Moltes de les accions bioldgiques dels compostos fenolics son degudes a la seva
activitat antioxidant. Aquesta es pot portar a terme a través de diferents mecanismes: la
captacié de radicals lliures, la quelaci6 de metalls que intervenen en les reaccions de
formacid de ROS, la modulacié de I'expressié de gens responsables de la sintesi d’enzims
antioxidants, I'activacié o inhibicié d'enzims, i la interaccié amb senyals cel*lulars (Huang et
al, 2005; Soobratee et al., 2005).
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El mecanisme més estudiat ha estat la captacié de radicals lliures. Aquesta propietat
depén de l'estructura quimica de la moléecula, ja que el principal determinant és el nombre i
localitzacio dels grups hidroxil donadors d’electrons. En donar un electrd al radical lliure, la
molécula es queda amb un electrd desaparellat, que s’estabilitza gracies a la deslocalitzacio
permesa pels dobles enllagos, segona caracteristica important per I'activitat antiradicalaria.
Per tant, com més grups hidroxil i més dobles enllagos té la molécula, major activitat
antiradicalaria. Tot i aixi, cal tenir en compte que, particularment en la lipoperoxidacié, un
major nombre de grups hidroxil disminueix I'activitat antioxidant, ja que fa que la molécula
sigui menys lipofila, i resti amb més dificultat a les membranes cel'lulars (Siquet et al,
2006). De fet, les relacions d’estructura-activitat han demostrat que el grup catecol és el
principal determinant de l'activitat antioxidant dels fenols, fet que justifica que l'acid
clorogeénic i I'acid cafeic siguin uns antioxidants més efectius que no pas antioxidants classics
com ara l'ascorbat (Rice-Evans et al, 1996). De totes maneres, cal tenir en compte que
aquests compostos per una banda presenten una activitat antioxidant, pero per l'altra, una
activitat prooxidant. Tot i aixi, hi ha dos factors que limiten el seu comportament com a
prooxidants: la major estabilitzacié de I'electré desaparellat per ressonancia degut al doble
enllag de la cadena (acid cafeic), i I'esterificacid del grup carboxil terminal (acid clorogénic).
Aixi, I'acid dihidrocafeic presenta una major activitat prooxidant que els acids cafeic i
clorogénic, malgrat que les propietats dels seus grups catecol siguin similars. Aquest fet
permet explicar que els fenilpropanoides no es trobin normalment en forma lliure a les
plantes, sind que es presentin en forma conjugada (lligats a sucres o bé a acids organics),
permetent que aquests compostos es comportin, /in vivo, preferentment com a antioxidants
(Grace & Logan, 2000).

En el cas particular dels flavonoides, les estructures que afavoreixen lactivitat
captadora de radicals lliures son: els grups hidroxil en les posicions 5 i 7 de I'anell A, en la 3’
i 4 de I'anell B, i en la 3 de I'anell C; i el doble enllag entre les posicions 2 i 3 de I'anell C, en
conjugacié amb el grup carbonil a la posicié 4 de I'anell C (Figura 1.14) (Cos et al., 1998;
Soobrattee et al, 2005). L'abséncia o la glicosilacié d'algun d’aquests grups hidroxil fa

disminuir la capacitat captadora de radicals lliures.

A diferéncia dels acids benzoics i els hidroxicinamics, els flavonoides, a més de
captar radicals lliures també tenen la propietat d‘inhibir alguns enzims responsables de la
producci6 de ROS com la xantina-oxidasa (Cos et al, 1998; Khlebnikov et a/, 2007).
L'activitat inhibidora d’enzims depén en gran mesura de la configuracié de la molécula, de
manera que per inhibir la xantina-oxidasa és basica una estructura coplanar (amb el doble
enllag entre les posicions 2 i 3 de I'anell C), i els grups hidroxil en les posicions 5 i 7 de I'anell
A. Si hi ha grups hidroxil glicosilats en les posicions 6 i 8, I'activitat inhibitoria disminueix ja

que es creen interaccions estériques (Cos et a/., 1998).
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OH

Figura 1.14.- Principals caracteristiques moleculars importants per I’activitat antioxidant dels
compostos fenolics

1.1.4.- Els compostos fenolics i el seu paper biologic a les plantes

A diferéncia dels animals, les plantes son capaces de sintetitzar compostos fenolics
en els seu metabolisme, ja que la via del siqguimat només es dona en les plantes i en els
microorganismes. Aquests compostos desenvolupen un paper molt important en la
homeostasi, creixement i supervivencia de les plantes. Entre les mdltiples funcions que

porten a terme, es poden destacar les seglients:

Estructural

Polimers de naturalesa fenolica, com ara lignines i tanins condensats, s'acumulen a
les parets cel'lulars, contribuint a la seva estabilitzacié i estructura, aportant forca i

resisténcia (Humphreys & Chapple, 2002).

Pigments

Els pigments sdn senyals visuals per animals, que actuen com a pol-linitzadors,
dispersors de llavors, etc. Juntament amb les clorofilles, les antocianines representen el
grup més important de pigments visibles a I'ull huma. Constitueixen una gran familia de
compostos de diferents colors, que es troben, practicament, en totes les parts de la planta.
De fet, la majoria dels pigments de les flors sdn antocianines (vermelles o purpures), pero
també son freqlients les aurones i xalcones (grogues) (Harborne & Williams, 2000; Kong et
al., 2003).
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Proteccio en front la llum UV

Les plantes terrestres reben grans quantitats de radiacions, que poden ser altament
mutageniques, fet que fa necessaria l'existéncia de mesures per tal de protegir-se. Una de
les respostes més generals a l'excés de radiacio UV és I'activacié de la transcripcid dels gens
de la biosintesi de flavonoides, que son forts absorbents de la llum UV. Tot i que els
fenilpropanoides com I'acid clorogénic poden servir també com a filtres UV, el seu coeficient
d'absorcié de radiacions es inferior. Una barreja de flavanones, flavones i flavonols en el
vacuol central de les cél'lules epidérmiques de les fulles serveix com a filtre protector de les
cél-lules del mesofil, on es porten a terme els processos fotosintetics. Cal tenir en compte
que els fotosistemes son molt sensibles a les radiacions UV-B. A més, aquests compostos

fenolics tenen una important activitat antimutagénica (Harborne & Williams, 2000).

Influéncia en el metabolisme i activitat horrmonal

Alguns compostos fenolics poden actuar com a senyal molecular en la regulacio de
I'activitat hormonal. Aixi, en la degradacié de les auxines, alguns flavonoides actuen com a
inhibidors i d'altres com a activadors de I'enzim dcid indol-3-acétic-oxidasa. A més, alguns
flavonoides poden actuar com a inhibidors del transport de I'auxina acid indol-3-acétic (AIA)
a través de la membrana plasmatica. D'altra banda, la naringenina, per exemple, és una

antagonista de les gibberel-lines.

Interaccions simbiotiques planta-microorganisme

L'exemple més destacat és la fixacid de nitrogen per les plantes de la familia de les
Fabaceae, que es porta a terme gracies a la simbiosi amb microorganismes fixadors de
nitrogen del génere Rhizobium. En aquestes plantes, gens de la biosintesi de flavonoides son
activats a les puntes de les arrels joves. Aquest fet permet la sintesi i exsudacid d'una
mescla de flavonoides, que sén reconeguts pels microorganismes esmentats, i provoquen
I'activacio dels seus gens nod, que produiran els factors Nod. Com a resposta als factors Nod
es produeix una nova sintesi de flavonoides a les arrels de la planta, que serveix per
mantenir activada I'expressio dels gens nod, tot i que també es creu que juga un paper molt
important en la induccid de la divisid cel*lular i en la formacié dels noduls, ja que els
flavonoides tenen la capacitat d'inhibir el transport de les auxines i, per tant, fer decréixer la
relacid auxina/citoquinina, que permet la diferenciacid cel*lular per la formacid de teixit
nodular (Waterman & Mole, 1994; Crawford et a/, 2000).
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Interaccions entre plantes

Moltes substancies allelopatiques son compostos fenolics. Existeixen exemples de
fenols que actuen per mecanismes de volatilitzacidé (acids benzoics), de rentat
(naftoquinones, acids benzoics i derivats), d’exsudacié (acids cinamics, acids benzoics) i de

descomposicid (tanins, derivats d'acids cinamics).

Interaccions entre plantes i microorganismes patogens

En la majoria dels casos, la resisténcia de les plantes esta correlacionada amb una
resposta hipersensible (HR), que es caracteritza per ser rapida i localitzada al voltant del
punt d'infeccid. Aquesta resposta defensiva inclou, entre altres aspectes, un reforgament de
les parets cel*lulars, mitjancant lincrement dels diposits de lignines i la sintesi de
fitoalexines, entre les quals es troben isoflavonoides, estilbens, cumarines i acids
hidroxicinamics conjugats com ara l'acid clorogenic. En aquest punt es molt interessant
I'accié de l'acid salicilic com a intermediari en la transduccié de la senyal. Daltra banda,
pero, l'acetosiringona (fenol simple secretat quan es produeix una ferida) és reconeguda pel
bacteri Agrobacterium tumefaciens, i indueix I'expressio dels gens vir del microorganisme,

responsables de la seva infeccié (Harborne & Williams, 2000).

Interaccions entre plantes i predadors

En aquest camp es poden mencionar alguns exemples com ara els compostos
fenolics amb activitat fitoestrogénica (fonamentalment isoflavonoides com la genisteina), els
tanins (que en interaccionar amb les glucoproteines del predador, formen uns complexes
que redueixen l'activitat dels enzims digestius), algunes prototoxines com ara la floridzina,
etc. Cal esmentar també, el cas de les lignines, que redueixen la qualitat i digestibilitat dels

farratges (Humphreys & Chapple, 2002; Simmonds, 2003).

Tot i aixi, un dels papers més destacat dels compostos fendlics en les plantes ve
donat per les seves propietats antioxidants, que justifiquen moltes de les funcions abans
esmentades. Aixi, mitjancant la modulacié de l'estrés oxidatiu, intervenen en la defensa
davant diferents tipus d'estrés, tant biotics com abiotics, i en la modulacié de diferents

estats fisiologics com ara la senescéncia.

1.1.4.1.- Els compostos fenolics i I'estrés oxidatiu a les plantes

Els sistemes de defensa antioxidant de les plantes actuen de forma ordenada i

coordinada. Els estudis previs sobre el paper dels sistemes d’eliminacio i control de les ROS
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s’han enfocat cap a l'expressid dels enzims antioxidants (SOD, APX, MDHAR, GR'i catalasa), i
cap als antioxidants de baix pes molecular (ascorbat i GSH). Perd com a resposta a l'estres,
també s’ha observat un increment en la sintesi de compostos fenolics, que cal justificar
(Alscher et al, 1997; Foyer et al., 1997).

Per a conéixer la possible significacié dels compostos fenolics com a antioxidants, cal
un bon coneixement, tant de les seves fonts fisiologiques, com de la seva localitzacid
intracel*lular. En les espécies de fulla ample, el vaclol central és el principal lloc
d’emmagatzematge intracel*lular de compostos fenolics (Hutzler et a/,, 1998). D'altra banda,
durant els processos fotosintétics, el cloroplast és la principal font de radicals lliures. Sota
condicions normals, aquests oxidants sén eliminats en els propis cloroplasts mitjancant
I'accié coordinada dels enzims SOD, APX, MDHAR i GR, pero sota condicions d’estrés sever,
la capacitat de neteja dels cloroplasts pot ser superada, particularment si el poo/ d'ascorbat
arriba a oxidar-se (Asada, 1999). Tenint en compte que els radicals lliures no poden difondre
des dels cloroplasts fins a l'interior dels vactols, no sembla logic que els fenols puguin actuar
com a captadors primaris dels O, generats en els processos fotosintétics. Dins el cloroplast,
pero, aquests radicals son convertits rapidament en H,0, mitjangant mecanismes tant
enzimatics com no enzimatics. El H,0, si que pot difondre, i pot moure’s lliurement cap a
I'interior del vaclol que, en les cél'lules del mesofil, ocupa la major part del seu volum.
Estudis recents suggereixen que els nivells de H,O, serveixen com a indicador de l'estat
redox cel'lular, i que actuen com a inductors en I'activacié transcripcional d’'un gran nombre
de gens lligats a l'estres (Hirt, 2000).

Els compostos fendlics, perd, no reaccionen directament amb el H,0,, sind que s’ha
proposat que actuen com a netejadors secundaris, en conjugaci6 amb l'enzim guaiacol-

peroxidasa (Yamasaki et al., 1997; Grace & Logan, 2000).

Els compostos fenolics han de mantenir-se en estat reduit per poder funcionar com
a antioxidants efectius. Com que estan continuament exposats a radicals lliures i als enzims
oxidants, cal que hi hagi algun mecanisme capa¢ de mantenir un poo/ de fenols reduits.
Aquests mecanismes podrien ser enzimatics, perd no han estat identificats. De totes
maneres, l'ascorbat (I'antioxidant hidrofil més significatiu de les plantes) pot actuar com a
reductor quimic, tan de quinones com d’hemiquinones (formes oxidades dels compostos
fenolics). Com que |'ascorbat es troba en el vactol, pot actuar com a reductor secundari en
la reaccié de la guaiacol-peroxidasa, reciclant la forma activa de I'acid clorogénic i d'altres
substrats fenolics, a partir de les seves respectives hemiquinones (Takahama & Oniki, 1997;
Grace & Logan, 2000). L'ascorbat, al seu torn, pot ser regenerat mitjancant el cicle de

I'ascorbat-glutatié (Noctor & Foyer, 1998).
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Com a models il'lustratius d'aquests fets, a continuacié es faran unes breus
descripcions del paper dels compostos fenodlics en la modulacid d'estats fisiologics

(senescéncia) i de processos d’estrés (biotics i abiotics).
1.1.4.1.1.- Paper dels compostos fenolics en la senescencia

La senescéncia, a diferéncia de la HR de la planta, que es produeix de manera
rapida per evitar que s'escampi una infeccid, és una mort cel*lular programada, que es dona
de forma lenta per tal de recuperar el maxim de nutrients d’aquella cél'lula. Aixi doncs, la
mort cel'lular no és només una conseqiiéncia de la resposta a l'estres, sind que també és
una part fonamental en el desenvolupament de la planta. Es la responsable, per exemple, de

la maduracié dels embrions, i dels organs sexuals.

La senescencia es dona en les fases terminals del desenvolupament vegetal de tots
els teixits i organs, i, tot i que normalment constitueix un procés lent, pot arribar a ser molt
rapida (per exemple les flors de Ipomoea tricolor duren només un dia). S'activa per
determinats camins metabolics i pot estar significativament influenciada tant per condicions

ambientals, com per factors endogens (Dangl et a/., 2000).

Els factors iniciadors de la senescéncia poden ser hormonals, ambientals, de
desenvolupament, o patologics. De la mateixa manera, també existeixen factors hormonals,
ambientals o de desenvolupament que sén inhibidors o acceleradors de la senescéncia
(Schenk et al,, 2005).

En el procés de senescéncia es poden diferenciar tres fases, la fase d'iniciacio (en
gue es produeix una alteracié de I'equilibri redox cel-lular, del metabolisme i de les cascades
de transduccions de senyals), la fase de reorganitzacid (en que s'activen determinats camins
metabolics, es canvia el metabolisme autotrofic a heterotrofic, i es rediferencien
irreversiblement diferents organuls), i la fase terminal (en que es produeix una acumulacio
d’agents antibiotics i de ROS, s’eliminen metabolits restants i es dona la pérdua irreversible

de la integritat i viabilitat de la cél*lula).

Entre els canvis que es donen a linterior de la cél'lula durant la senescéncia,
destaquen la pérdua de clorofil‘la i carotenoides (que es posa de manifest amb el canvi de
color de fulles i fruits durant la maduracid), i 'acumulacié de metabolits secundaris com
antocianidines. Aixi per exemple, diversos autors han observat un augment de compostos
fenolics en teixits senescents (Paull et a4/, 1985; Treutter et al, 1987; Hegde & Fletcher,
1996; Sharma & Vaid, 1997). La regulacié d'aquests canvis en el metabolisme resulta un

important camp d'investigacid, ja que poc es sap de les rutes i de les funcions de
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I'acumulacié d'aquests metabolits (Kandil et a/, 2004). D’altra banda, el metabolisme
oxidatiu hi juga un paper clau, ja que s’ha demostrat un augment de ROS en les cél*lules
senescents, i s’ha postulat la seva intervencio en els estadis finals de la senescéncia (Dangl
et al., 2000; Morris et al, 2000).

En la senescéncia es donen, doncs, una serie de canvis importants en el
transcriptoma de la planta, activant-se diversos factors de transcripcid, molts dels quals
estan regulats per molécules de senyalitzacié cel*lular com l'acid salicilic, I'acid jasmonic, o
I'etilé (Morris et al, 2000; Buchanan-Wollaston et a/, 2005; Schenk et al, 2005; Miao &
Zentgraf, 2007).

1.1.4.1.2.- Estres biotic i les ROS a les plantes

En les plantes, els processos metabolics aerobics com la respiracio i la fotosintesi
porten inevitablement a la produccié de ROS, concretament als mitocondris, als cloroplasts i
als peroxisomes. Aquestes ROS sdén principalment O,”, H.O0, i 'O, i com sha dit
anteriorment, tenen la capacitat de causar dany oxidatiu a proteines, lipids i DNA. Aquestes
propietats citotoxiques expliquen I'evolucié de complexos mecanismes de detoxificacio. Tot i
aixi, existeixen evidéncies que indiquen que aquestes ROS també funcionen com a senyals
cel*lulars en la regulacié del desenvolupament de la defensa envers agents patogens (Apel &
Hirt, 2004).

En condicions fisiologiques, les plantes produeixen ROS continuament com a
subproductes de diferents camins metabolics. A les plantes, destaquen com a enzims
productors de ROS la NADPH-oxidasa (similar a la dels neutrofils dels mamifers), que
catalitza la produccié de O,", peroxidases lligades a la paret cel*lular (productores de O, i
H,0,), i les diamina i poliamina-oxidases (productores de H,0,) entre d‘altres. Entre els
mecanismes de defensa envers aquestes espécies en les plantes trobem els enzims SOD,
APX, catalasa, i GPX, per0 també existeixen diferents sistemes no enzimatics com els
compostos fenolics, I'acid ascorbic, el a-tocoferol, el GSH o els carotenoides (7au/a 1.3)
(Mittler, 2002).
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Mecanisme Localitzacio ROS primaria
Produccio

Fotosintesi Cloroplast 0,”

Respiracid Mitocondri 0,”
NADPH-oxidasa Membrana plasmatica 0,”

B-oxidacid dels acids grassos Peroxisoma H,0,
Oxalat-oxidasa Apoplast H,0,
Xantina-oxidasa Peroxisoma 0,”
Peroxidases de la paret cel*lular Paret cel*lular 0,", H,0,
Diamina i poliamina-oxidasa Apoplast H,0,

Neutralitzacié

SoD Cloroplast, citosol, mitocondri, 0,
peroxisoma, apoplast

APX Cloroplast, citosol, mitocondri,  H,0,

peroxisoma, apoplast

Catalasa Peroxisoma H,0,

GPX Citosol H,0,

Acid ascorbic Cloroplast, citosol, mitocondri,  0,~, H,0,,
peroxisoma, apoplast 'OH, 0,

GSH Cloroplast, citosol, mitocondri,  H,0,

peroxisoma, apoplast
a-tocoferol Membranes LOOH, 0,

Carotenoides Cloroplast o,

Taula 1.3.- Principals mecanismes de producci6 i neutralitzacié de ROS a les plantes (Mitter, 2002)
En el grup d’elements neutralitzants de les ROS caldria afegir, pero, els compostos fenolics, ja que tot i
que I’autor no els ha considerat, la seva activitat captadora de ROS pot ser, fins i tot, més potent que la
de I’acid ascorbic o el a-tocoferol.

D’altra banda, pero, les plantes produeixen ROS de manera diferent com a resposta
a atacs per part de patogens. Una de les respostes més immediates és l'anomenada
“explosio oxidativa” (oxidative burst), que consisteix en un rapid increment de ROS
(principalment de H,0, i O,"). Aquest rapid increment de ROS es veu facilitat pel fet que els
enzims responsables de la detoxificacid d’aquestes ROS, com son la APX o la catalasa, son
inhibits pel NO" i I'acid salicilic. Aixi doncs, ens trobem en una situacié en que augmenten les
ROS al mateix temps que disminueixen les defenses antioxidants que les neutralitzen,
donant lloc a un increment de ROS molt rapid. Quan un insecte herbivor mossega el teixit
vegetal d'una planta, li provoca una ferida, que fa que s‘activin oxidases localitzades a la
membrana plasmatica o a l'apoplast, i es produeixin, aixi, radicals O,~, altament toxics, que
ajuden a combatre el patogen invasor. D’altra banda, el O, és rapidament transformat a
H,0, que, a diferéncia del O,", és capac de travessar la membrana plasmatica, donant com

a resultat el rapid increment de H,0, en les cél*lules vegetals del voltant de la ferida. Aquest
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H,0, actua com a missatger induint I'expressié de gens involucrats en la defensa envers
ferides, com els que codifiquen enzims implicats en la mort cellular programada
(mecanisme similar a l'apoptosi dels mamifers), que impedeix que l'area de la ferida i la
infeccio s'estenguin per la resta de la planta (Figura 1.16). Aquesta “explosio oxidativa” no
només es dona a nivell local, sind que pot activar-se, un temps més tard, una segona
“explosid oxidativa” en altres zones distals de la infeccid, donant lloc a una espécie
dimmunitat sistémica (Bi & Felton, 1995; Wojtaszek, 1997; Alvarez et al, 1998; Apel &
Hirt, 2004).

1.1.4.1.3.- Estrés abiotic i les ROS a les plantes

Darrerament, I'estrés abiotic ha adquirit una gran importancia a causa de les grans
perdues de produccié que ocasiona en els camps de cultiu. Aquestes péerdues, a part de la
important reduccié dels beneficis econdomics, suposen un perill d'insuficiéncia d’abastament
de la poblacid, sobretot tenint en compte el canvi climatic que s'esta produint

(Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007).

Dins I'estrés abiotic s'inclouen diferents factors com la salinitat, 'excés o deficiéncia
d’aigua, el Os, altes o baixes temperatures, I'excés de llum i metalls pesats, etc. Aquests
factors son capacos de fer variar les respostes fisiologiques i bioquimiques de les plantes,
aixi com els equilibris cel'lulars hidrics i ionics. Aquests canvis donen lloc a I'aparicié de
metabolits toxics, a la desorganitzacid de les membranes cel'lulars, a la inhibicié de la
fotosintesi i a I'alteracid dels processos d’adquisicid de nutrients (Sreenivasulu et a/., 2007).
Tots aquests canvis poden activar mecanismes de resisténcia de la planta, que portaran a la
seva supervivéncia, o bé, si la planta és susceptible, a la seva mort. Els factors que
determinen la resisténcia o susceptibilitat de la planta venen determinats per
caracteristiques de l'estrés (severitat, duracid, nombre d'exposicions, combinacid de
diferents estressos) i de la propia planta (6rgan o teixit afectat, estadi de desenvolupament,
genotip, etc) (Figura 1.15) (Bray et al., 2000).

Moltes d’aquestes alteracions es donen com a conseqiiéncia de I'augment de ROS
que suposa l'estrés oxidatiu amb el qual estan interrelacionats aquests estressos abiotics.
Aixi, un excés de llum doéna lloc a la fotoinhibicid del fotosistema II en el procés de la
fotosintesi, que provocara un drastic augment de I'espécie 0,. El tancament dels estomes
mitjangat per I'acid abscisic (ABA) durant la sequera és activat per determinades ROS, i els
processos de gravitropisme també son produits per I'activacié de determinats gens per part
d’algunes ROS. Aixi doncs, l'estrés oxidatiu és clau en els efectes ocasionats per I'estrés
abiotic (Apel & Hirt, 2004; Baxter et al., 2007).
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Caracteristiques Caracteristiques Resposta de la Resultat
de l'estrés de la planta
— A - A N - A ~
organ o teixit
severitat afectat
supervivéncia
—— i creixement
estadi de

nombre
d’exposicions

estrés ambiental

Combinacio
d’estressos

desenvolupament

genotip

susceptibilitat

mort

Figura 1.15.- Esquema de la resposta de la planta a I’estrés ambiental (Adaptacio de Bray et al., 2000)

Les ROS, especialment el radical ‘'OH, son altament destructives de diferents

molécules com lipids, acids nucleics i proteines, i quan les defenses cellulars no son capaces

de neutralitzar-les, acaba produit-se la mort cel*lular. Perd a part del seu paper destructiu,

aquestes ROS son capaces de portar a terme diferents accions dirigides a la defensa de la

planta en resposta a l'estrés. Si en la defensa envers I'atac de patdgens es donava una

inhibicié de la sintesi d’enzims detoxificants (veure gpartat 1.1.4.1.2.), en l'estrés abiotic el

paper de les ROS és oposat, ja que precisament activen la sintesi d’aquests enzims (Figura

1.16). Aquesta diferéncia pot ser deguda al fet que, en aquest cas, la produccié de ROS es

ddéna principalment en el cloroplast i al mitocondri, llocs de transport electronic, on un

augment de ROS per sobre de nivells toxics activa els mecanismes de captacié d’aquestes

especies per tal que es produeixi una detoxificacio cel-lular (Apel & Hirt, 2004).
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Q -un patogen -abibtic
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Figura 1.16.- Comportament de les ROS en les situacions d’estrés biotic i abiotic (Adaptacié d’Apel &
Hirt, 2004)

L'estrés oxidatiu, perd, ocasiona molts més canvis en les plantes que sovint han
estat passats per alt (Baxter et al, 2007). Es sap, per exemple que els enzims del cicle dels
acids tricarboxilics sén inhibits per una accid oxidativa (Sweetlove et a/., 2002), i que d'altres
proteines es modifiquen, perdent fins i tot la seva funcid (Hancock et a/, 2005; Moller &
Kristensen, 2006).

Darrerament, s’ha comencat a fer estudis dels canvis en el metaboloma de les
plantes com a conseqiiéncia de I'estres oxidatiu. En aquest sentit, s’han detectat increments
dels nivells de metabolits lligats a la ruta de la glucolisi, especialment de les hexoses-fosfat.
Aquests nivells elevats corresponen a una disminucié de l'activitat enzimatica d'aquest cicle,
amb la corresponent inhibicio de la formacid dels metabolits precursors de la sintesi
d’aminoacids, necessaris per la generacidé de noves proteines. També es detecten una
disminucié dels transcrits que codifiqguen els enzims responsables de la formacié de les
poliamines putrescina i espermidina (Baxter et a/, 2007). Aixi, per exemple, els nivells
elevats de sacarosa induits per l'estrés hidric podrien proveir la cél'lula d’'una energia

addicional per sobreviure en condicions de mancanca d‘aigua (Burke, 2007).
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1.1.4.1.4.- El paper dels compostos fenolics en |'estres biotic i abiotic

Els compostos fenolics contribueixen de manera decisiva a la defensa envers
patogens. Per exemple, les quinones generades per polifenol-oxidases (PPO) han demostrat
ser potents dissuasius alimentaris limitant I'accessibilitat d’insectes herbivors a proteines
vegetals i inhibint els seus enzims digestius (Pourcel et a/ 2007). A més, la polimeritzacid
d’alcohols hidroxicinamics mitjancant les PPO té un important paper en la formacié d'una

barrera fisica de lignina que impedeix la penetracié de patogens (Dixon et al., 2005).

Altres mecanismes pels quals els compostos fenolics contribueixen a la defensa de la
planta envers l'estrés biotic sén I'activacié directa de gens de resisténcia a patogens, i
I'actuacié com a missatgers secundaris i com a mediadors de la HR de la planta (rapida
activacio de reaccions de defensa de la cél-lula com a resposta a un patogen, que porta a la
mort cel*lular), on els acids salicilic i benzoic hi tenen un paper destacat (Hammond-Kosack
& Jones, 2000).

L'acid salicilic i el seu glucosid també intervenen en la induccié de la resisténcia
sistémica adquirida (SAR), un tipus de resisténcia d'ampli espectre, que es dona com a
conseqliéncia de I'atac d'un patogen en teixits i organs distants del lloc d‘infeccié (Chong et
al, 2001; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Verberne et al, 2002). Tot i aixi, el paper
exacte d’aquest mediador encara es desconeix, ja que hi ha autors que afirmen que és
provable que no sigui l'acid salicilic el senyal per conferir la SAR a llarga distancia (Zeier,
2005). Tanmateix, el seu paper en la inhibicié de la catalasa, i per tant en l'augment de
H,0,, com a conseqiiéncia d'infeccions, sembla ben acceptat (Takahashi et a/, 1997;
Hammond-Kosack & Jones, 2000). D'altra banda, I'acid salicilic també s'acumula en resposta

a l'estrés abiotic produit per Os i radiacié UV (Yalpani et al., 1994).

S’ha demostrat I'acumulacié de compostos fenolics en els teixits de les plantes en
diferents situacions d’estrés abidtic. Per exemple, I'estrés causat per baixes temperatures
s’ha vist traduit en un increment en la concentracié d’antocianines en plantes de patata; la
llum té un paper destacat en la induccié de la biosintesi de fenilpropanoides, com demostra
I'augment d’acid clorogénic en arrels de patata o I'envermelliment de les fulles de Mahonia
repens com a conseqlieéncia de l'acumulacié d’antocianines a I'epidermis; i I'estrés hidric
indueix un increment en la sintesi de flavonoides en fulles d’arros (Logan et a/., 1998; Reyes
& Cisneros-Zevallos, 2003; Ithal & Reddy, 2004).

El paper dels compostos fenolics en les situacions d'estrés abiotic és multifactorial.
Per una banda actuen com a captadors de ROS produides en l'estrés oxidatiu com a

consequiéncia de l'estrés abiotic, a més de prevenir la seva formacié quelant metalls (Pourcel
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et al, 2007). D'altra banda, gracies a la seva capacitat d’'absorbir la radiacié UV, també s’ha
postulat que actuen com a protectors d'aquesta radiacié en les plantes, ja que diferents
estudis han demostrat una disminucié de la resisténcia envers la radiacid UV en plantes
transgeniques d'Arabidopsis thaliana en les quals s’havia desactivat els enzims responsables
de la sintesi d‘antocianines (Li et a/, 1993; Kliebenstein, 2004). A més, els compostos
fenolics també poden actuar com a senyals i missatgers secundaris, activant i desactivant

determinats gens involucrats en la resisténcia a l'estrés.
1.1.4.2.- Els compostos fenolics i les poliamines
1.1.4.2.1.- Concepte, metabolisme i funcié de les poliamines

Les poliamines son compostos nitrogenats de baix pes molecular, que sén presents
en tots els organismes vius. La preséncia dels grups amino fa que aquests compostos es
trobin protonats a pH fisiologic, de manera que es solen unir a molécules carregades
negativament, com acids nucleics, fosfolipids, proteines, etc. Les poliamines putrescina,
espermidina i espermina son les més abundants a la naturalesa (Figura 1.17), tot i que la
cadaverina i I'agmatina també son frequients en algunes espécies vegetals. Les quantitats en
que es troben en els organismes varien, en gran mesura, en funcié de les condicions
ambientals i de I'espécie vegetal en concret, perd aproximadament van de concentracions

micromolars a milimolars (Galston & Sawhney, 1990; Walters, 2003).

/\/\/NHZ

HoN

putrescina
/\/\ /\/\/ NH2
HoN N
2 H

espermidina

HoN

/\/\N/\/\/H\/\/NH2
N

espermina

Figura 1.17.- Estructura quimica de les poliamines més abundants
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Les poliamines son necessaries pel desenvolupament normal tant de les cél-lules
procariotes, com de les eucariotes. En les plantes participen en processos com el creixement
de les arrels, 'embriogénesi somatica, la iniciacio floral i el desenvolupament de flors i fruits.
Aixi mateix, també estan implicades en diferents processos de resposta a estrés biotic i
abiotic (Galston et al,, 1997; Kumar et al., 1997).

La sintesi de les poliamines en els animals i en la majoria de fongs es fa a partir de
I'ornitina, via ornitina-descarboxilasa (ODC), donant com a resultat la diamina putrescina. En
les plantes i bacteris existeix, a més, una via alternativa a partir de I'arginina, via arginina-
descarboxilasa (ADC), donant com a resultat final, després de diferents intermediaris, la
putrescina. La posterior formacié d’espermidina i espermina es fa mitjancant I'addicié d'un
grup aminopropil a la putrescina i a I'espermidina, respectivament. Aquestes reaccions estan
catalitzades pels enzims espermidina-sintasa (SpdS) i espermina-sintasa (SpmsS). El grup
aminopropil prové de la descarboxilacié de la Sadenosilmetionina (SAM), gracies a l'acci6 de
I'enzim S-adenosilmetionina-descarboxilasa (SAMDC). D'altra banda, la cadaverina es forma
a partir de I'aminoacid lisina, mitjancant I'enzim /isina-descarboxilasa (LDC) (Tiburcio et al.,
1997; Walters, 2003; Kuznetsov et al, 2006) (Figura 1.18).

SpmS .
ornltlna—> putrescina —. espermidina espermina
NCAH
N-carbamoilputrescina
AII/
agmatina grup aminopropil grup aminopropil
Aoy'
arginina SAMDC SAMDC
S-adenosilmetionina S-adenosilmetionina

. LDC .
lisina » cadaverina |

Figura 1.18.- Biosintesi de les principals poliamines en les plantes. ODC, Ornitina-descarboxilasa;
ADC, Arginina-descarboxilasa; LDC, Lisina-descarboxilasa; SpdS, Espermidina-sintasa; SpmsS,
Espermina-sintasa; AIH, Agmatina-iminohidrolasa; NCAH, N-Carbamoilputrescina-amidohidrolasa;
SAMDC, S-Adenosilmetionina-descarboxilasa (Adaptat de Tiburcio er al., 1997 i Kusano et al.,
2007).
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Els enzims ODCi ADC tenen localitzacions cel*lulars diferents. Mentre que el ODC es
localitza en el nucli cel'lular tal com passa en animals, I'enzim ADC es situa en les
membranes dels tilacoides dels cloroplasts (Bortolotti ef a/, 2004). D'altra banda, la
formacid de putrescina per la via ADC es sol associar a les respostes de la planta en
situacions d'estrés, de manera que en aquestes condicions, les poliamines sintetitzades en
aquesta segona localitzacié poden estabilitzar els complexes fotosintétics de les membranes

tilacoidals (Kuznetsov et al., 2006).

El fet que la sobreexpressid dels enzims ODCi ADC porti a un marcat augment dels
nivells de putrescina, pero no d’espermidina o espermina, fa pensar que la regulacio de la
formacid d'aquestes dues poliamines a partir de la putrescina, es troba sota control
homeostatic (Bhatnagar et a/,, 2001; Alcazar et al.,, 2005).

En el catabolisme de les poliamines intervenen diamina-oxidases (que contenen Cu?*
i oxiden la putrescina i la cadaverina) i poliamina-oxidases (que contenen una flavoproteina,
i oxiden l'espermidina i I'espermina), donant com a resultat ROS (com H,0,), grups NH,*, i
acid y-aminobutiric (GABA), que passara al cicle de Krebs. La producciéo de H,0, pot ser
forca important en determinades ocasions, contribuint a “l'explosié oxidativa” i a la
consequient mort cel*lular programada que es ddna en la resposta a l'atac per patogens
(Cowley & Walters, 2002; Yoda et al., 2006). A més, les poliamines també poden intervenir
en aquesta “explosié oxidativa”, juntament amb el Zn?* a través de la modulacié de la
produccié de O,” per la NADPH-oxidasa de la membrana cel*lular, tot i que encara no esta
clar el mecanisme d’aquesta modulacié (Cuevas et a/., 2004). D'altra banda, el GABA, que
s'acumula rapidament en condicions d'estrés, és un potencial modulador de diferents
processos fisiologics. Aquesta acumulacio dona lloc a la formacié de glutamat via el cicle de

Krebs, que al seu torn accelera la biosintesi de polimanines (Kuznetsov et a/., 2006).

El paper de les poliamines a les plantes ha estat extensament estudiat. S'ha
demostrat que son essencials en el procés de creixement, aixi com en el control de la
morfogénesi de determinats organs i teixits vegetals sota determinades condicions (Tiburcio
et al, 1990). Aixi, mitjangant la inhibicié de la sintesi de poliamines amb difluormetilarginina
(DFMA), s’ha pogut inhibir el creixement cel*lular i I'elongacié de plantes d’arros i tomaquet,
i de fongs. La DFMA i la difluormetilornitina (DFMO) son analegs estructurals dels aminoacids
arginina i ornitina, respectivament, en que s’ha substituit I'hidrogen del carboni alfa per un
grup difluorometil, de manera que es combinen irreversiblement amb els centres actius dels
enzims ADCi ODC, impedint la unié amb l'arginina i l'ornitina, donant com a resultat una
disminucio de la sintesi de putrescina i del creixement. De fet, la DFMO va ser sintetitzada

originalment en el procés de recerca de la terapia antineoplasica, i, tot i que de moment els
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resultats no son concloents, es segueixen fent estudis clinics. Tot i aixi, es recomana aquest
farmac com a coadjuvant en la terapia anticancerigena

(National Cancer Institute,
http://www.cancer.gov/search/ResultsClinicalTrialsAdvanced.aspx?protocolsearchid=308375
0).

El paper de les poliamines en la senescéncia ha estat forca discutit. S'ha vist, per
exemple, que el contingut en poliamines, aixi com l'activitat dels enzims ADC i ODC,
d’organs i teixits joves és superior al d’organs i teixits senescents. També s’ha vist com la
inoculacié de poliamines exogenes en teixits vegetals prevé de I'aparicio dels simptomes de
la senescéncia (Galston & Sawhney, 1990; Sood & Nagar, 2003). De fet, s’han proposat
diferents mecanismes pels quals aquestes poliamines poden retardar la senescéncia. D'una
banda, tenen capacitat per estabilitzar i protegir les membranes cellulars, de manera que
poden evitar la pérdua de clorofil‘la a través de les membranes til*lacoidals que es ddna en
la senescencia (Besford et al, 1993). Daltra banda, poden retardar la degradacié de la
clorofil'la mitjancant la inhibicié de peroxidases (Sood & Nagar, 2003), i inhibir la sintesi
d'etile (Chen & Kao, 1991).

Darrerament, s’ha estudiat la capacitat de les poliamines d’unir-se a acids nucleics, i
modular, d'aquesta manera, l'expressid6 de gens. En aquest sentit s‘apunta que les
poliamines nuclears son principalment l'espermidina i l'espermina, ja que degut a la
disposicid dels grups amino, tenen millor interacci6 amb el DNA, i millor capacitat de
proteccié envers les endonucleases nuclears. Aixi, s’ha observat que les poliamines tenen la
capacitat d'inhibir la degradacié mitjangada per endonucleases del lligand internucleosomal
del DNA, induida per determinades preparacions anticancerigenes, obrint d’'aguesta manera,
un nou camp dinvestigacid6 del paper de les poliamines com a possibles agents

antiapoptotics (Kuznetsov at al., 2006).

La intervencié de les poliamines en els processos de cascades de transduccid de
senyals intracel*lulars també apunta cap a una possible funcié com a missatgers secundaris,
ja que diferents estudis mostren la participacidé de l'espermidina i I'espermina en la
mobilitzacid del Ca** intracellular (interrompent cadenes de senyalitzaci®é que porten a
I'activacié d’enzims com la PAL), i en l'activacié de la fosfoljpasa C (Messiaen & Van Cutsem,
1999; Echevarria-Machado et a/., 2004).

Recents investigacions han estudiat el paper de les poliamines en la modulacié dels
canals ionics cel'lulars animals, i han demostrat la seva capacitat per bloquejar canals
dependents de cations, amb el segilient ordre de poténcia: espermina > espermidina >>

putrescina. Aquests estudis s’han estés, també, al mon vegetal, demostrant, per exemple, el
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bloqueig dels canals vacuolars cationics de plantes de cibada per part de poliamines
intracel'lulars. La investigacid dels canvis que poden generar aquests compostos en la
homeostasi a través del bloqueig dels canals ionics cel'lulars és un dels reptes que esta

prenent més forca actualment en la recerca sobre poliamines (Kusano et a/., 2007).

El paper de les poliamines com a antioxidants també ha estat ampliament discutit.
Aixi, es senyalen I'espermidina i I'espermina com a eficients antioxidants, protegint el DNA
de l'accio oxidativa de les ROS. Aquesta capacitat antioxidant pot ser deguda a la capacitat
de neutralitzar ROS com O, 0 ‘OH (Cohen, 1998; Ha et a/., 1998, Bray et a/., 2000).

A més, s’ha suggerit que l'espermina (que, a diferéncia de la putrescina i
I'espermidina, ha demostrat no ser essencial en el creixement i desenvolupament de la
planta) té un important paper en la sintesi de NO’, ja que n’és una potent inductora. En
aquesta activitat, I'espermidina resulta menys potent, i la putrescina és inactiva (Kusano et
al., 2007).

Les poliamines també tenen un paper destacat en processos d'estres, tant biotic
com abiotic. S’ha observat el seu augment en infeccions virals, i la seva contribucid a
“I'explosid oxidativa”. En aquest sentit, es senyala I'espermidina com a principal poliamina
responsable de l'augment de H,0, en la HR, ja que, a diferéncia de la putrescina i

I'espermina, s'acumula a I'apoplast (Kusano et a/, 2007).

Tanmateix, tot i que l'estrés abidtic ha estat poc estudiat, plantes d'Arabidopsis
thaliana mutades amb incapacitat per sintetitzar espermina han demostrat ser més sensibles
a situacions d'estrés hidric i sali, i a l'inrevés, plantes de tabac amb sobreexpressié de
I'enzim ODC han demostrat un augment de la tolerancia a aquest estrés (Alcazar et al.,
2006b; Yoda et al, 2006; Yamaguchi et al, 2006; Kusano et al, 2007). També s'ha
observat un augment de la tolerancia a la sequera en plantes d'arros sobreexpressores de
ADG, i, mentre que aquestes, en condicions normals, tenen una alta concentracié de
putrescina, en condicions d’estrés augmenten I'espermidina i 'espermina. Aquest fet porta a
pensar que els compostos que realment protegeixen de l'estrés siguin |'espermidina i
I'espermina, tot i que no es sap amb certesa quina d'aquestes tres poliamines juga el paper
principal, i es creu que depén de I'especie vegetal i del tipus d’estrés (Capell et al., 2004). En
el mecanisme pel qual les poliamines actuen com a proteccid dels estressos abiotics
existeixen dues hipotesis, d'una banda es parla de la seva activitat neutralitzadora de ROS
comentada, i de l'altra, es proposa la seva actuacid com a molécules de senyalitzacio
cel*lular (Alcazar et al., 2006b).
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1.1.4.2.2.- Els conjugats de poliamines amb acids hidroxicinamics. Caracteristiques i

funcid

Les poliamines es solen unir covalentment a diversos tipus de molécules. Aquestes
molécules poden ser d‘alt pes molecular com proteines o acids nucleics, o bé de baix pes
molecular, de les quals les més freqlients son els acids hidroxicinamics, que donen lloc a les
amides d'acids hidroxicinamics (HCAA) (Figura 1.19). Aquestes unions covalents es formen a
partir de 'activacié del grup carboxil dels acids hidroxicinamics amb un grup acetil-CoA, i la
posterior incorporacié al grup amino de la poliamina mitjangcant una transferasa especifica
de cada poliamina: putrescinahidroxicinamoil-transferasa (PutHT),
espermidinahidroxicinamoil-transferasa (SpdHT), | esperminahidroxicinamoil-transferasa
(SpmHT) (Walters, 2003; Kuznetsov et al., 2006).

OH OCH3

cafeoilputrescina feruloilputrescina
/\/\ /\/\/NHZ

HN N

H

o]
OH
OH

cafeoilespermidina

Figura 1.19.- Exemples de poliamines conjugades a acids hidroxicinamics
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Aquesta conjugaci6 de les poliamines resulta important en el control de les
concentracions intracel*lulars de poliamines, i en la seva interacci6 amb elements de la paret
cel'lular com ara lignines i hemicel*luloses. Alguns autors afirmen que també podrien
contribuir al transport de poliamines, aixi com servir de substrat d’amino-oxidases i amino-

peroxidases (Kuznetsov et al,, 2006).

A aquests compostos se'ls atribueix un seguit de funcions biologiques. Existeixen
diferents evidéncies del seu paper destacat en la floracid, tal com demostra la seva
acumulacio en teixit meristematic de flors i fruits i no en teixits vegetatius, la disminucié del
seu contingut després de la floracid, o I'acumulacié de nivells anormals de poliamines lliures
en mutants esteérils de plantes de tomaquet (Cohen, 1998; Facchini et a/, 2002). Una altra
propietat destacada esta relacionada amb I'adaptacié de la planta a l'estrés, tot i que hi ha
controversia respecte el seu paper. D’'una banda, s’ha proposat que la conjugacié d’acids
hidroxicinamics amb poliamines disminueix la toxicitat dels acids hidroxicinamics lliures, amb
propietats antifingiques, ja que s’ha observat que cultius de plantes de canya de sucre amb
una conjugacié d'acids hidroxicinamics amb poliamines augmentada, sébn més sensibles a
una infeccio per fongs que les plantes normals. Daltra banda, altres autors els atorguen
propietats inhibidores de la germinacié d'espores de fongs (Legaz et a/, 1998; Walters et
al, 2001).

S’ha observat, també, que les HCAA estan implicades en la resisténcia a infeccions
virals, ja que es dona una correlacid positiva entre I'acumulacié de HCAA i la resisténcia a
aquests patogens. S'ha postulat que els mecanismes pels quals desenvolupen la seva accié
son la inhibicié de la replicacié viral, i la induccié de la mort cel*lular programada en la HR,
gue podria estar induida per I'espermidina sense la dependéncia de I'acid salicilic (Walters,
2003).

D’altra banda, també s’ha proposat la seva participacio en la resisténcia a diferents
estressos abiodtics, ja que per exemple, s’ha observat la seva acumulacié en situacions
d’estrés per fred (Jin et al., 2003).

Tot i que el contingut d’aquests conjugats en condicions d'estres és contradictori, ja
que depén en gran mesura de 'espécie vegetal i del contingut d’acids hidroxicinamics i de
poliamines com a substractes, les seves propietats antioxidants son reconegudes, sent
superiors a les de les poliamines lliures. Aixi, s’ha proposat aquest mecanisme com a sistema
de defensa per contrarestar els possibles danys cel*lulars derivats de la situacid d’estrés, ja
que, com s’ha apuntat anteriorment, tant I'estrés biotic com l'estrés abiotic porten a una

situacio d'estres oxidatiu (Kuznetsov et a/., 2006).
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Aixi com s'ha vist que les poliamines lliures disminueixen en els processos de
senescéncia, i que, al contrari, els compostos fenolics augmenten, no s’han trobat
referéncies respecte la relacid de les HCAA i la senescéncia. Aixi doncs, constitueixen un
grup de metabolits secundaris amb funcions i comportament encara poc estudiats en les

diferents situacions biologiques de les plantes.
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1.2.- Alcaloides

1.2.1.- Generalitats dels alcaloides

1.2.1.1.- Concepte d’alcaloide

Els alcaloides constitueixen un dels grups de metabolits secundaris més divers, tant

per la seva varietat estructural i biosintética, com per les seves activitats farmacologiques.

El terme alcaloide prové de l'arab a/-gali (sosa) i del grec eidos (aspecte), i va ser
introduit per Carl Meissner al 1819 per definir substancies basiques d'origen vegetal. Aixi, els
alcaloides es definien originariament com a compostos d'origen vegetal, que contenien
nitrogen, de caracter basic, i amb propietats farmacologiques. Malgrat que aquesta definicid
encara és valida en molts casos, en d‘altres no resulta del tot adequada, ja que encara que
els alcaloides han estat tradicionalment aillats de plantes, fonamentalment en dicotiledonies,
també se n’han trobat en alguns animals superiors, insectes, invertebrats marins i

microorganismes.

Actualment es considera que els alcaloides son compostos organics naturals, de
caracter generalment basic, que contenen un o més atoms de nitrogen formant part d'un
heterocicle, que biogenéeticament deriven d’aminoacids, i que, llevat de poques excepcions,

presenten un ampli ventall de propietats farmacologiques.

Aquesta definicid, perd, encara resta un pél ambigua, ja que existeixen alguns
compostos considerats tradicionalment com alcaloides que no compleixen totes les
caracteristiques. Per aix0, s’ha introduit els termes de pseudoalcaloide per anomenar aquells
que no deriven d’aminoacids (com els alcaloides terpénics o els derivats de policétids), i de
protoalcaloide per anomenar aquells en els quals el nitrogen no és heterociclic (com

I'efedrina, la gramina o la mescalina) (Croteau et a/., 2000; Mafiez & Giner, 2003).

El primer alcaloide va ser identificat al 1806 per Friedrich Setiirner, a partir de
I'analisi dels components individuals de I'opi. Les propietats narcotiques de l'opi ja eren
conegudes des de l'antiguitat, per aix0 aquesta primera substancia aillada va ser anomenada
morfina, en honor a Morpheus, el déu grec dels somnis. Posteriorment es van anar aillant
molts altres alcaloides com a principis actius de drogues, i actualment es poden
comptabilitzar més de 12.000 alcaloides (Wink, 1998a; Croteau et a/., 2000).
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La principal font d’alcaloides son les angiospermes, on quasi el 20% de les especies
contenen aquests compostos. Dins les monocotiledonies, son freqlients en les families
Amaryllidaceae i Liliaceae, pero es concentren majoritariament en les dicotiledonies. Dins les
dicotiledonies, els alcaloides es troben en major proporcid en les families més primitives
(Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Berberidaceae)
0 en les més evolucionades (Apocynaceae, Loganiaceae, Solanaceae, Rubiaceae), i
disminueix la proporcié en les families intermedies. De totes maneres, la majoria d'alcaloides
presenta selectivitat quimiotaxonomica, i cada grup estructural es sol localitzar en una

mateixa familia, o en families proximes taxonomicament.

La biosintesi d'alcaloides esta regulada per factors ambientals i sovint induida per
fitopatdogens, ions de metalls pesants, radiacions UV o ferides. En molts casos, a més,
requereix un cert grau d'especialitzacio cel*lular. Un cop sintetitzats, els alcaloides poden ser
transportats i emmagatzemats en altres parts de la planta i poden acumular-se en
determinats organs com llavors (Strychnos nux-vomica L.), fruits (Pjper nigrum L.), fulles
(Atropa belladonna L.), bulbs (Narcissus pseudonarcissus L.) i escorces (Cinchona pubescens
Vahl.). Dins la cél'lula, els alcaloides es solen localitzar en els vacuols, i es poden trobar,

fonamentalment, en forma de sals d’amoni quaternari, A-0xids i/o conjugats.

El contingut en alcaloides de les plantes pot ser molt variable, amb un marge de
concentracio que va de mg/Kg fins a un 8% del pes sec. Aquest contingut, pero, tampoc és
constant en la mateixa planta, ja que varia en funcié de la fase del cicle biologic, de les

condicions ambientals, etc. Pot variar, fins i tot, en un mateix dia (Wink & Roberts, 1998).

Entre les seves propietats fisico-quimiques destaquen el fet que solen ser solids
blancs i cristal*lins. La seva solubilitat depén del pH de la solucid: en l'estat de base lliure
son solubles en dissolvents organics de polaritat mitjana o baixa, mentre que en medi acid
es protonen formant sals hidrosolubles. Tots son solubles en alcohols, i la basicitat de
I'alcaloide depéen de la disponibilitat del parell d’electrons de I'atom de nitrogen, de manera
que els substituents electrodonadors adjacents al nitrogen augmenten la seva basicitat (com

per exemple I'efedrina), mentre que els electroatraients la disminueixen (colquicina).

La funcid dels alcaloides en les plantes es considera que és, d'una banda, defensiva
envers patogens, insectes, etc, i de l'altra, de senyalitzacié cel'lular. Aixi, molts alcaloides
son toxics per insectes o altres animals, dissuadint-los d‘alimentar-se a partir d’aquella
planta que els ha sintetitzat. Alguns provoquen només moléesties o tenen un gust amarg
desagradable, perdo d‘altres poden resultar mortals. També existeixen alcaloides amb
propietats antimicrobianes com la quinina, activa en front el virus X de la patata (Wink,
1998b).
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Malgrat la seva basicitat, els alcaloides tenen un gran ventall de propietats
farmacologiques, de les quals destaquen les que afecten al sistema nervids central,
particularment a l'accié dels neurotransmissors (per exemple la morfina és depressora).
També hi ha alcaloides que afecten el sistema nervids autonom, com l'efedrina amb acci6
simpaticomimetica, o l'atropina amb accidé anticolinérgica. Daltra banda, també existeixen
alcaloides amb accié curaritzant com la tubocurarina, antifibril-lant com la quinidina, o

antitumoral com la vincristina i la vinblastina.

Gracies a aquestes propietats farmacologiques, els alcaloides tenen un gran interés
terapéutic. Molts d'ells s'utilitzen directament com a farmacs, i molts d'altres serveixen de
matéria primera per a la semisintesi, o de model estructural per a la sintesi completa
d’analegs amb millors propietats (amb un increment d‘activitat i selectivitat, millora de la
biodisponibilitat, disminucié de la toxicitat, etc) (Manez & Giner, 2003).

1.2.1.2.- Classificacio

Deixant a part els pseudoalcaloides, els alcaloides deriven d'una o diverses
molécules d’aminoacids, tot i que alguns poden tenir, també, carbonis addicionals. Aixi, els
alcaloides derivats d'aminoacids es poden classificar segons |I'aminoacid precursor en els
seglients grups (Mafiez & Giner, 2003):

Derivats de l'ornitina, la lisina i acid nicotinic (acid aspartic)

Dins aquest grup es troben els alcaloides pirrolidinics, pirrolizidinics, tropanics,

piperidinics, quinolizidinics i piridinics.

Derivats de la fenilalanina i /a tirosina

Aqui es troben les feniletilamines, els alcaloides isoquinolinics, els

benziltetrahidroisoquinolinics i els alcaloides de les Amaryllidaceae, entre d‘altres.

Derivats de l'acid antranilic i el triptofan

En aquest grup s’inclouen els alcaloides quinolinics, quinazolinics i indolics en

general.

Derivats de I'histidina

Aqui s'inclouen els alcaloides imidazolics.
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1.2.2.- Alcaloides de les Amaryllidaceae

1.2.2.1.- Caracteristiques generals

La familia Amaryllidaceae té la particularitat que presenta un grup exclusiu
d‘alcaloides, anomenats alcaloides de les Amaryllidaceae, que estan presents en tots els
generes d'aquesta familia. Aquests constitueixen un nombros grup d‘alcaloides derivats de la
fenilalanina i la tirosina, la major part dels quals no esta present en cap altra familia
botanica. El primer alcaloide aillat en aquesta familia va ser la licorina, al 1877 en I'espécie
Narcissus pseudonarcissus. Tot i que s’ha portat a terme un gran progrés en la investigacio
de les plantes d’aquesta familia i dels seus alcaloides, encara queda molt camp d’estudi, ja
gue a més de la investigacid de la composicio alcaloidica de espécies no estudiades, les
noves técniques en la recerca de molécules bioactives poden fer possible, també, el
descobriment de nous alcaloides presents en baixes concentracions en plantes préviament

estudiades.

Fins el moment, s’han aillat més de 300 alcaloides de plantes de la familia
Amaryllidaceae. Tot i que les seves estructures poden variar considerablement, aquests
alcaloides estan relacionats biogenéticament. El fet que s’hagi aillat, de forma puntual, un
alcaloide d’aquest tipus en una altra familia (crinamida en l'espécie Dioscorea dregeana
(Dioscoreaceae)) i alcaloides daltres tipus en plantes de la familia Amaryllidaceae, ha posat
darrerament sota debat, I'actual definicié d’alcaloides de les Amaryllidaceae (Bastida et a/,
2006).

Com que la preséncia dalcaloides en les plantes és el resultat d'un procés
d’adaptacié del sistema de defensa de la planta envers agents patogens, la preséncia d'un
grup particular d'alcaloides en aquesta familia podria ser deguda al fet que aquests
alcaloides estiguin relacionats amb el cicle de desenvolupament, ja que les Amaryllidaceae
tenen el major creixement a principis de primavera, moment en que altres espécies de

plantes tot just estan comengant a néixer.

Les espécies de la familia Amaryllidaceae presenten una variacid ontogénica dels
seus alcaloides. Tot i que es disposa de pocs estudis al respecte, sembla ser que durant el
periode vegetatiu el bulb té una proporcié d'alcaloides inferior a la de la part aéria, i en el
moment en que la flor ha estat fecundada, aquests es transporten cap al bulb. S'ha vist, per
exemple, que després de la fecundacio de les flors, la pseudolicorina s'acumula en forma de
derivats acetilats en els bulbs de Narcissus assoanus. Els alcaloides també s'acumulen en
més quantitat en els teixits més vulnerables, fet que recolza la idea que els alcaloides actuen

com a sistema de defensa. D'altra banda, factors com l'estrés, ferides o atacs d'insectes
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també poden fer variar la composicié alcaloidica, ja que aquests factors provoquen una
hidrolisi dels alcaloides emmagatzemats en forma de conjugats, i una posterior oxidacio i
mobilitzacié (Bastida et a/., 2006).

1.2.2.2.- Classificacio i biosintesi

Els alcaloides de les Amaryllidaceae es poden classificar en 9 subgrups segons el seu
tipus d'esquelet (Figura 1.20). Aixi, trobem alcaloides de les Amaryllidaceae tipus
Norbelladina, Licorina, Homolicorina, Crinina, Hemantamina, Narciclasina, Tazetina,

Montanina i Galantamina. El sistema de numeracio és el proposat per Ghosal et a/., 1985a.

norbelladina licorina homolicorina

crinina hemantamina narciclasina

tazetina montanina galantamina

Figura 1.20.- Tipus d’alcaloides de les Amaryllidaceae
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La biosintesi d'aquests alcaloides és el resultat de diferents tipus d’acoblaments
fenol-oxidatius del precursor comd norbelladina o del derivat 4-O-metilnorbelladina tal com
mostra la Figura 1.21. Aquests precursors provenen de la condensacié de dos derivats dels
aminoacids fenilalanina i tirosina. A partir de la L-fenilalanina s’obté un aldehid protocatéquic
per la via dels acids cinamics, i a partir de la L-tirosina s'obté la tiramina mitjancant una
descarboxilacié. L'aldehid protocatequic i la tiramina es condensen formant una base de
Schiff, que per reduccié donara lloc, finalment, a la norbelladina o el seu derivat (Dewick,
2002; Herrera Velazquez, 2001).

HO
NH>
COOH HoN”~ >COOH
L-fenilalanina L-tirosina
Via dels acids cinamics
HO
HO
HoN
HO CHO
tiramina
N— _
T~

Via formacio base de Schiffi reduccio

HO
MeO
NH
HO
norbelladina
HO
MeO
NH
HO

4'-O-metilnorbelladina

Figura 1.21.- Biosintesi d’alcaloides de les Amaryllidaceae
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A partir de la 4’-O-metilnorbelladina s’originaran els diferents tipus d'alcaloides
segons el tipus d'acoblament fenol oxidatiu (orto-para; para-para; o para-orto) (Figura
1.22).

HO

MeO

HO

Acoblament o-p’ Acoblament p-p’ Acoblament p-o0’

RO OH OH
0
RO RO MeO
P ) >
N N N
RO RO

Tipus Licorina Tipus Crinina Tipus Galantamina ‘
Homolicorina Hemantamina
Tazetina
Narciclasina
Montanina

Figura 1.22.- Tipus d’acoblament fenol oxidatiu en la biosintesi dels diferents grups estructurals
d’alcaloides de les Amaryllidaceae

1.2.2.3.- Accions farmacologiques

Les plantes de la familia de les Amaryllidaceae s’han utilitzat durant milers danys
com a plantes medicinals, perd no ha estat fins als darrers anys que han estat objecte de la
investigacid quimica i farmacologica. Moltes de les seves propietats farmacologiques son
degudes als seus alcaloides, molts dels quals han pogut ser aillats i la seva activitat biologica
investigada. Existeix un ampli ventall d’efectes fisiologics d'aquest tipus d‘alcaloides, entre

els que destaquen una activitat antitumoral, antiviral, inhibitoria de I'acetilcolinesterasa,
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immunoestimuladora, i antimalarica. Aquestes propietats fan que aquests compostos tinguin
un interés particular pel seu potencial Us en la terapia clinica. De fet, la galantamina
(alcaloide maijoritari en les espécies del génere Leucojum, Cyrtanthus i Galanthus entre
d’altres) presenta activitat anticolinesterasica i es comercialitza com a principi actiu pel
tractament pal-liatiu de la malaltia de I'Alzheimer, sota el nom comercial de Reminyl® i, tot i
que s'ha sintetitzat quimicament, la seva obtencid actual segueix realitzant-se principalment
per extraccid a partir de les escasses poblacions naturals de Leucojum aestivum, que
resulten del tot insuficients. Tot i aixi, I'dillament de grans quantitats d'aquests alcaloides a
partir de material vegetal no resulta massa rentable, ja que es troben en baixa quantitat.
Tanmateix, la seva utilitzacié en la sintesi i semisintesi de nous farmacs o analegs amb
millors propietats, resulta de gran interes (Mafiez & Giner, 2003; Bastida et a/, 2006).
L'activitat biologica d'alguns dels alcaloides de la familia Amaryllidaceae identificats en
I'especie Pancratium canariense es troben resumits a la 7aula 1.4 (Bastida & Viladomat,
2002).

Alcaloide Activitat

Caranina « Analgesic feble
e Convulsiu i hipotensor
e Inhibidor de I'acetilcolinesterasa

* Actiu contra la leucémia linfocitica P-388 (en forma d’acetilcaranina)

Galantamina « Potent analgésic (poténcia comparable a la morfina)

 Anticonvulsiu

¢ Hipotensor

 Inductor d’hipotérmia en rates

« Inhibidor de I'acetilcolinesterasa, amb efectes farmacologics centrals i
periférics (Us en el tractament de I’Alzheimer)

« Atenua o reverteix els déficits cognitius induits per drogues i lesions en
models animals.

« Agonista nicotinic no competitiu

* Reverteix la depressid respiratoria induida per opiacis.

« Antagonitza la paralisi muscular induida per la ¢ttubocurarina i el
blogueig ganglionar, i incrementa la resposta contractil.

o Efectes periférics i centrals en la forma de bromhidrat:

- Antagonitza la depressid respiratoria induida pels derivats morfinics.

- Reverteix els efectes de la intoxicacié per escopolamina.

- Escurga la laténcia i incrementa la densitat del REM.

- Reverteix el bloqueig neuromuscular produit pels relaxants
musculars del tipus curare (Us en postoperatoris per contrarestar
els efectes de I'anestesia, i en el tractament de desordres
neurologics com la paralisi, la miasténia gravis, o les distrofies

musculars progressives).
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e Afecta la contraccié del muscul esquelétic.

 Incrementa la resisténcia durant I'exercici i retarda I'aparicié de la fatiga
(comercialitzada com a Energix®).

« Citotoxic en cél-lules LMTK

e Té una biodisponibilitat del 90% després de I'administracio oral, i una
vida mitja plasmatica de 6 hores.

* Produeix intoxicacié a nivell digestiu (nausees i vomits), respiratori,
neuromuscular i de sistema nervids central; fins al moment no s'ha

demostrat toxicitat hepatica.

M-formilnorgalantamina

« Citotoxic moderat en el limfoma Molt 4 i en I'hnepatoma HepG2

o Citotoxic en cél'lules LMTK

Galantina e Analgeésic
¢ Hipotensor
« Citotoxic feble en cél*lules limfoides Molt 4
Hipeastrina e Antiviral. Actiu contra I'Herpes simplex tipus 1
e Dissuasiu alimentari
« Significativament actiu contra les linies cel*lulars LNCaP i HT
« Citotoxic en cel*lules LMTK
« Citotoxic lleu en cél*lules limfoides Molt 4
Licorina » Emeétic
* Analgésic
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e Antiinflamatori

¢ Estimulant respiratori, expectorant. Utilitzat en el tractament de la
bronquitis i I'asma bronquial

 Relaxant en artéries pulmonars pre-tractades amb epinefrina

e Augmenta la contractilitat i el ratio de perfusié coronaria, a través de
I'estimulacié dels receptors B-adrenérgics.

« Inhibidor especific de la biosintesi d'acid ascorbic a través de la inhibicié
de la L-galactono-y-lactona-deshidrogenasa (molts dels efectes fisiologics
de la licorina sembla ser que son deguts a aquesta inhibicid)

« Inhibidor de la respiracié resistent al cianur

e Inhibidor de I'augment de peroxidases

e Potent inhibidor del creixement i divisié cel*lular en plantes superiors,
algues i llevats, a través de la inhibicié del cicle cel*lular en la interfase

« Inhibidor de la divisié cel*lular de fibroblasts de rata

 Inductor de morfologia llisa en els fibroblasts transformats K-ras-NRK

« Inhibidor de la sintesi proteica, a través del bloqueig de la formacié de
I'enllag peptidic

« Inhibidor del creixement de plantes per la inhibicié de la sintesi proteica

« Antitumoral moderat (Es creu que el mecanisme és a través de la
inhibicid de la sintesi proteica a nivell del ribosoma)

e Inhibidor de creixement viral a través de la inhibicié de la sintesi proteica
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del propi virus. No afecta I'activitat de la transcriptasa inversa. Actiu en
diversos virus DNA i RNA

« Inhibidor de la sintesi de DNA (Es capag de distingir les cél*lules que
contenen DNA mitocondrial de les que no en contenen, inhibint el
creixement només de les primeres)

« Citotoxic en diverses linies de cultius cel-lulars

« Inhibidor del creixement de cél*lules HelLa

* Antimalaric

¢ Antiprotozoari feble

« Inhibidor de la germinacié de llavors i del creixement d‘arrels (La 1-C-4
D-glucosil-licorina té I'efecte invers, i presenta activitat mitogénica en
cél*lules animals)

« El seu metabolit ungeremina és responsable, en part, dels efectes
citotoxics i inhibidors del creixement de la licorina. Algunes bactéries
poden transformar la licorina en pancrasidina, metabolit menys toxic que
la ungeremina.

« Paper en els mecanismes protectors i reparadors en resposta a l'estrés
de les plantes que el sintetitzen

* Insecticida

Narwedina ¢ Hipotensor

» Augmenta l'amplitud i la freqliéncia respiratoria.

» Augmenta I'amplitud i disminueix la fregliéncia de les contraccions
cardiaques.

« Disminueix els efectes narcotics de I'etanol i els barbitdrics.

« Incrementa els efectes analgésics de la morfina.

* Protegeix de la intoxicacio per tiopental.

¢ Augmenta els efectes de la cafeina, nicotina, corazol i arecolina.

» Agent potencial pel tractament de I'Alzheimer

Pseudolicorina

o Actiu en la leucémia murina de Rausher

« Inhibidor de la sintesi proteica de cél-lules tumorals mitjancant la
inhibicié de la formacié de I'enllag peptidic (Té un lloc d’uni6 al centre de
la peptidil-transferasa de la subunitat 60S del ribosoma diferent al de la
licorina)

 Disminueix la sintesi de DNA, sense practicament alterar la de RNA.

« Citotoxic en cel*lules Molt 4 i en cél-lules LMTK

¢ Moderadament actiu en I'hepatoma HepG2

« Inhibidor del creixement de cél*lules HeLa

« Antiviral (Actiu en Herpes simplex de Tipus I i en virus RNA neurotrops.

No inhibeix l'activitat de la transcriptasa inversa)
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Vitatina « Analgeésic feble en ratolins
» Augmenta l'efecte analgésic de la morfina.

e Taquicardic en gossos

Taula 1.4.- Activitats biologiques d’alguns dels alcaloides identificats en les plantes de Pancratium canariense.
Molt 4, limfoma huma infantil; LMTK, fibroblasts murinics alveolars no tumorals; HepG2, linia cel-lular
derivada d’hepatoma huma; LNCaP, linia cel-lular derivada de carcinoma de prostata huma; HT, linia cel-lular
derivada de carcinoma de vesicula urinaria; K-ras-NRK, cél-lules de ronyd de rata transformades amb el virus
del sarcoma muri de Kirstein; HeLa, linia cel-lular derivada de carcinoma de cérvix huma; REM, etapa del son

de moviment ocular rapid.
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2.1.- Obtencio del material vegetal

2.1.1.- Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur, Lamiaceae (lavandi)

El lavandi (Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur, Lamiaceae) és un hibrid
espontani entre la Lavandula angustifolia Mill. i la Lavandula latifolia Medic.. Les especies
d’espigol son originaries de les costes mediterranies, concretament de I'oest mediterrani. El
seu aprofitament per part de 'home es remunta als temps dels antics romans, on ja eren
utilitzades per conservar la roba blanca i per perfumar els banys. A partir de I'Edat Mitjana
es va comencar a cultivar I'espigol per obtenir els olis essencials de les seves flors, pero va
ser a partir del segle XIX que es va desenvolupar el seu cultiu a gran escala, sobretot a la
zona de la Provenga, que va adquirir una gran popularitat gracies a aquest cultiu i a la
indUstria de la perfumeria que va portar al darrera. Posteriors estudis van demostrar que el
lavandi tenia una major proporcié d’aromes i un creixement més rapid que les dues espécies
d’espigol de les quals procedeix, aixi doncs, el seu cultiu sistematic va prendre relleu cap als

anys 1950. Actualment els principals productors de lavandi sén Franca, Espanya i Bulgaria.

El lavandi és un petit arbust perenne, de fulles lineals d’'un color verd-grisds. La
inflorescéncia és en forma d'espiga, i les flors, que consten d'una corol'la amb 5 pétals
soldats a la base en forma de tub, son d'un color porpra intens. El calze té 5 sépals
igualment soldats. Les tiges son quadrangulars, i el fruit consisteix en 4 grans. L'€poca de
floracid és la primavera. La seva apreciada fragancia prové dels olis essencials, que es
fabriquen en glandules incrustades als petits pels que cobreixen les flors i les tiges (Meuiner,
1992).

La hibridacié de la L. angustifolia Mill. i la L. /atifolia Medic. es dona de forma
espontania a través dels insectes (sobretot les abelles), que transporten el pol'len d'una
espécie a l'altra, donant lloc a la formacid de llavors de lavandi. El lavandi, pero, és estéril,
de manera que la seva propagacio es fa per esqueixos, tant de les parts aéries com de les
arrels (Meuiner, 1992).

Les propietats medicinals de l'espigol son ja conegudes des de Iantiguitat, i
actualment apareix a la farmacopea europea com a “flor d'espigol” i com a “oli essencial

|ll

d’espigol”. Esta indicat tant el seu Us intern (pel malestar associat als estats d‘intranquil*litat
i agitacid, l'insomni, trastorns funcionals de l'aparell digestiu, migranyes, o tos) com I'extern
(per combatre l'acne, el reumatisme, per fer massatges, com a perfum, etc). Les parts
utilitzades de la planta son les fulles, les tiges i les flors (Lis-Balchin & Hart, 1999; European

Pharmacopoeia Commission, 2004).
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Figura 2.1.- Imatge d’una mata de lavandi

El lavandi es cultiva de manera intensiva en zones mediterranies principalment per a
I'obtencié dels seus olis essencials, que son ampliament utilitzats en la fabricacid de
perfums, sabons, cosmétics, ambientadors, etc. Aquests olis son incolors o lleugerament
grocs, i s'obtenen per destil'lacio. Mesclats amb alcohol i altres esséncies donen lloc a l'aigua
d’espigol, també molt utilitzada en perfumeria (Dronne et al., 1999; Charles et al., 2002). La
composicio d'aquests olis ha estat ben estudiada en els darrers anys, i s’ha caracteritzat
mitjangant técniques de cromatografia de gasos (GC) i cromatografia de gasos acoblada a
espectrometria de masses (GC-MS). Aixi, els compostos que formen part dels olis essencials
han estat identificats, fonamentalment, com a monoterpens i altres compostos volatils de

baix pes molecular (Shellie et a/, 2002; Morgan et al., 2006).

Els exemplars de lavandi utilitzats en el present treball van ser cultivats en camps
experimentals a Cetina (Saragossa), en condicions agronomiques controlades. Les parts
aeries van ser recol-lectades durant I'€poca de floracid, i posteriorment, a nivell de planta
pilot, es van destil*lar els olis essencials a la planta experimental La Alfranca (Saragossa), de
la Diputacid General d’Aragd. Aquest procés de destil*lacié, amb corrent de vapor, es va
portar a terme segons un protocol estandard del Ministerio de Agricultura, Pesca i
Alimentacion. Després de la destil'lacio, el material va ser assecat, triturat i emmagatzemat
a 4°C.
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2.1.2.- Nicotiana tabacum L., Solanaceae (tabac)

La planta de tabac (Nicotiana tabacum L.) pertany a la familia de les Solanaceae,
una familia complexa i diversa, que representa la tercera familia en importancia des del punt
de vista economic. En concret, el cultiu de Nicotiana tabacum té un pes important en
I'economia de molts paisos lligat a la indUstria tabaquera. D'altra banda, el tabac també juga
un paper important com a sistema model en la biotecnologia de les plantes, ja que és
facilment transformable. Aquest fet fa que sigui un sistema experimental idoni per a la
realitzacid d'estudis pilot per la creacid de nous transgénics. A més, presenta una gran
quantitat de biomassa, que fa possible la seva utilitzacid per a la produccié en massa de
diferents substancies com farmacs, vacunes, etc. D’altra banda, també s'utilitza en la recerca
dels principis de la resisténcia de les plantes a malalties, i de la sintesi de metabolits
secundaris. Perd malgrat la seva extensa utilitzacid i els avantatges que presenta, el seu
estudi genétic encara esta en els estadis inicials. Aquest fet es deu basicament a que, a
diferéncia de I'Arabidopsis thaliana, €l tabac té un genoma molt gran amb moltes de les
parts repetides, ja que es tracta d’'una espécie tetraploide amb 7=24 cromosomes. No ha
estat fins recentment, amb la «creacid de The Tobacco Genome Initiative

(http://tgi.ncsu.edu/index.html), que s’han agrupat esforcos per fer una caracteritzacio del

seu genoma. Aquesta iniciativa té per objectiu la maxima identificacié d’aquest genoma, i
actualment ja es disposa d'un primer esborrany que pot servir d’esquelet per a I'analisi
complet del genoma del tabac (Bindler et a/., 2007).

Per I'obtencié del material vegetal de tabac necessari per la realitzacid del present
treball experimental, es varen sembrar llavors de Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin en un
substrat compost per una barreja de turba, perlita i vermiculita (2:1:1), en una cambra de
cultiu a 22°C de temperatura i 70% d’humitat, amb un fotoperiode de 8 hores de llum d’una

intensitat de 190 pmol m™ s, seguides de 16 de foscor.

Per avaluar els metabolits secundaris en teixits senescents, un grup de plantes es va
deixar créixer fins a 24 setmanes, moment en que es van recol‘lectar mostres de teixit de
les fulles de la part superior de les plantes, d'un color verd intens i turgents (com a mostra-
control de teixit jove, TU) i de les fulles de la part inferior de les mateixes plantes, d'un color
groc pallid i de textura pansida (com a mostra-control de teixit senescent, TD). Les
mostres van ser congelades immediatament en nitrogen liquid i es van emmagatzemar a -80
oC, per tal d'inactivar qualsevol activitat enzimatica que pogués alterar el perfil metabolic del

material.
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Per avaluar l'efecte de l'estrés hidric en el perfil metabolic, es van deixar créixer
noves plantes de tabac fins a 3 setmanes després de la germinacié. En aquest moment es
va deixar de regar un grup de plantes (TE), que va correspondre a les mostres amb estrés
hidric, mentre que el grup que es va seguir regant va correspondre a les mostres control
(TC). Al cap de 3 setmanes més es van recol'lectar mostres de fulles dels dos grups de
plantes (TE i TC). El material va ser, de la mateixa manera, congelat immediatament en

nitrogen liquid i emmagatzemat a -80°C.

Figura 2.2.- I'lustracié d’una planta de tabac

2.1.3.- Arabdopsis thaliana L. (Heynh.), Brassicaceae

L’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. és una petita planta de la familia Brassicaceae. Es
tracta d'una herba anual, de 2 a 60 cm d'algada, amb fulles basals el*liptiques formant una
roseta, i amb fulles lanceolades més petites al llarg de la tija. Les flors son petites i
blanques, i les llavors, també petites, son de color vermell-marronds i el*lipsoides. La seva
época de floracio i de desenvolupament del fruit és de gener a juny, i el seu habitat son
zones obertes com prats i ribes de rius. Creix en sols arenosos, tot i que també se'n pot
trobar en vessants muntanyoses rocoses i sota matolls. Pot viure entre el 0 i els 4250 m
d'alcada (Al-Shehbaz & O’Kane, 2002).

66



MATERIAL I METODES

L'Arabaidopsis thaliana s'ha pres com a planta model en nombrosos estudis del
metabolisme de les plantes, ja que presenta una série d'avantatges com sén un temps de
generacidé curt, una mida petita, una alta taxa de descendéncia, i un genoma nuclear
relativament petit, que ha permeés la seva completa seqiienciacid. Aquest fet ha facilitat
I'obtencié d’exemplars amb modificacions genétiques i, a través de la protedomica i la
metabolomica, l'estudi de funcions especifiques dels diferents gens. Les implicacions
d’aquests descobriments no només son rellevants en el camp de la biologia molecular, sind
també en la indlstria agricola, la biologia de Il'evolucié, la bioinformatica, la quimica
combinatoria, i la medicina molecular (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Per
exemple, la seqlienciacié d’aquest genoma ha permeés la identificacid dels gens involucrats

en la sintesi de les poliamines (Alcazar et al., 2006b).

Una particularitat de I'Arabidopsis thaliana és I'absencia de I'enzim ODC, de manera
que la sintesi de poliamines es porta a terme exclusivament a través de I'enzim ADC. Només
s’ha detectat, de moment, un altre organisme eucariota que presenti aquesta particularitat,
el protozou Trypanosoma cruzi (Hummel et al, 2004). Tot i aixi, en I"Arabidopsis existeixen
dos gens que codifiquen per I'enzim ADC, el gen ADCI i el gen ADC2. Aquests dos gens no
s'expressen de la mateixa manera en les mateixes condicions, ja que la planta no té l'enzim
ODC que actua en diferents condicions que el ADCen les altres plantes. Aixi, I'especialitzacid
dels gens ADC1 i ADC2 en |'Arabidopsis adquireix una especial rellevancia. En aquest sentit,
el gen ADCI mostra una activitat transcripcional elevada en condicions de fred, mentre que
I'activitat transcripcional de ADC2 és superior en les etapes de germinacié de llavors i de
desenvolupament d‘arrels i fulles. També s’ha observat que ADC2 és induit en diferents
situacions d’estrés abiotic com ara la sequera, la deficiéncia de K*, I'estrés osmotic i el sali
(Soyka & Heyer, 1999; Hummel et al., 2004; Alcazar et al.,, 2006a; Alcazar et a/., 2006b).

Mitjancant tecniques de biologia molecular s’han obtingut plantes amb
sobreexpressid del gen ADC2. Aquestes plantes presenten nanisme, retard en la floracid
degut a una deficiéncia de gibberel*lines, una disminucié en la regulacié de diferents gens, i
una elevada acumulacié de putrescina en comparacié amb les plantes control. Aquesta gran
quantitat de putrescina es va veure que corresponia a la fraccid de putrescina conjugada
(Alcazar et al, 2006b). Com s'ha dit anteriorment, les poliamines es solen conjugar amb
acids hidroxicinamics formant les HCAA. Aquests tipus de compostos encara no han estat
ben caracteritzats i identificats en la planta d’Arabidopsis thaliana, objectiu que es va

pretendre amb el present treball, mitjangant técniques de LC-MS/MS.

Per a la realitzacié d'aquest estudi es varen utilitzar llavors d'Arabdopsis thaliana L.

(Heynh.), (varietat Columbia 0) obtingudes de la casa comercial Lehle seeds®
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(http://www.arabidopsis.com). Les llavors de la mateixa varietat amb sobreexpressié del gen

ADC2 obtingudes per tecniques d’enginyeria genética, van ser cedides pel Grup de Recerca
de Poliamines de la Unitat de Fisiologia Vegetal del Departament de Productes Naturals,

Biologia Vegetal i Edafologia, de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona.

Les llavors dels dos tipus d’Arabidopsis (wt i amb sobreexpressid del gen ADC2) van
sembrar-se en un substrat compost per una barreja de turba, perlita i vermiculita (2:1:1), en
una cambra de cultiu a 22°C de temperatura i un 70% d’humitat, amb un fotoperiode de 8
hores de llum d’una intensitat de 190 umol m™ s, seguides de 16 de foscor. Tres setmanes
després de la germinacio, un grup de plantes wt va deixar de regar-se durant 3 setmanes.
Aquest grup de plantes va correspondre a les mostres d’Arabidopsis amb estrés hidric (AE).
L'altre grup wt que es va continuar regant va correspondre a les mostres control (AC). Les
parts aeries dels tres grups de plantes (ADC2, AE, i AC) es van recol-lectar 6 setmanes
després de la germinacid, i es van congelar en nitrogen liquid immediatament. Les mostres

van ser conservades a -80°C fins al moment de I'extraccio.

Figura 2.3.- Imatge d’una planta d’Arabidopsis thaliana
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2.1.4.- Crinum humile Herb., Amaryllidaceae

El génere Crinum L. és I'Unic génere de la familia de les Amaryllidaceae de caracter
pantropical, amb diferents espécies distribuides per Africa, América, Asia i Australia. De fet,
la bona adaptacio de les seves llavors a la dispersid oceanica ha contribuit en gran mesura a
la seva amplia distribucié (Meerow et a/,, 2003). Actualment consta d'unes 180 espécies, de
les quals 7 formen part de la flora del Camerun (C. purpurascens, C. natans, C. jagus, C.

glaucum, C. zeylanicum, C. distichum, i C. humile) (Nordal, 1987).

Com la majoria de plantes de la familia Amaryllidaceae, el génere Crinum presenta
un bulb, del qual surten unes fulles lineals. La seva inflorescéncia és en forma d'umbrel‘la, i
pot tenir d'1 a 15 flors grans. El fruit és una capsula amb nombrosos grans. Aquest génere,
pero, juntament amb els géneres Hijppeastrum, Hymenocallis i Stenomesson, presenta

polimorfisme (Nordal, 1987; Meerow & Snijman, 1998; Meerow et al., 2003).

A part de I'is ornamental, les plantes de Crinum s’han utilitzat en preparacions per
la pell i desordres intestinals, tot i que a altes dosis poden resultar molt toxiques (Meerow &
Snijman, 1998). Al Camerun, poden trobar-se diferents espécies de Crinum cultivades en

jardins i prop de les cases (Nordal, 1987).

El Crinum humile és una planta herbacia d’habitat tropical. Es localitza en la zona de
I'Africa tropical, des de la Guinea fins a la RepUblica Centreafricana, principalment al
Camerun. Viu en zones humides, en boscos prop de rius, o en les zones periodicament
inundades (Nordal, 1987; Snijman & Linder, 1996). Presenta uns bulbs de 3 a 4 cm de
diametre. Les fulles apareixen al mateix temps que les flors o bé després, poden arribar a
uns 30 cm de longitud, es disposen en forma de roseta basal, i tenen una tonalitat
vermellosa en la base. Les flors son grosses (de 7.5 a 9 cm de llargada) i campanulades, de
pétals blancs amb una linia dorsal de color rosa o porpra. L'aparenga del Crinum humile és
forca semblant a la del Crinum distichum, fet que pot portar a confusié a I'hora de

reconéixer-les (Figura 2.4). Ambdues espécies son poc conegudes (Nordal, 1987).

Tot i que les especies de la familia Amaryllidaceae han estat particularment
estudiades pel seu contingut en alcaloides i les seves propietats farmacologiques, alguns
flavonoides aillats en aquesta familia també han resultat tenir importants activitats
citotoxiques i anticancerigenes (El Hafiz et a/, 1991; Min et al, 2001). Aixi, la part de la
recerca fitoquimica de l'espécie Crinum humile que es va centrar en la identificacio de

flavonoides, és la que s'inclou en el present treball de tesi.
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Per I'estudi d’aquests metabolits secundaris de Crinum humile, varen recollectar-se
plantes senceres (fulles i bulbs) en época de prefloracid, al juny de 2004, a la provincia de

Dschang, a l'oest del Camerun.

- \ ]

Figura 2.4.- [l'lustraci6 de Crinum humile (1), en comparacié amb Crinum distichum (2).
(Il'lustracions extretes de Nordal, 1987)

2.1.5.- Pancratium canariense Ker Gawler, Amaryllidaceae

El génere Pancratium (Amaryllidaceae) compren prop de 20 espécies diferents, que
es distribueixen per la zona costanera del Mediterrani, la zona subtropical de I'Africa
Subsahariana i d’Asia, i les Illes Canaries. Les espécies que formen aquest génere son: 2.
angustifolium, P. arabicum, P. biflorum, P. canariense, P. centrale, P. foeticum, P. illyricum,

P. landesii, P. maritimum, P. maximum, P. parvum, P. saharae, P. sickenbergeri, P.
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tenuifolium, P. tortuosum, P. triflorum, P. verecundum, i P. zeylanicum. D'aquestes, el P.
maritimum és |'espécie més coneguda i estudiada, ja que és la més freqiient a la zona del

Mediterrani.

El Pancratium canariense és un endemisme de les Illes Canaries. Alla se la sol
anomenar “Lagrimas de la Virgen”, “Pancracia”, o “Azucena de Risco”, i se I'ha utilitzat
principalment com a ornamental en els jardins de les cases, tot i que aquest Us s'esta

perdent a favor del cultiu de plantes ornamentals foranes.

Es tracta d’'una planta perenne, de tija herbacia i fulles lineals, que surten de bulbs
d’'uns 12-15 cm de diametre. Té una inflorescéncia en forma d’umbrel‘la, d’entre 8 i 12 flors
de pétals blancs i grans, i perfumades. El fruit és una capsula amb llavors de color negre. Es
sol localitzar en les vessants nord de les muntanyes, no exposades a sequera extrema o0 a

temperatures massa elevades. Sol florir a principis de la tardor.

Per l'estudi del perfil alcaloidic del Pancratium canariense, varen recol'lectar-se
plantes senceres en epoca de postfloracio, la primera setmana de desembre de 2006, a la

zona del Barranco del Sao (Municipi d’Agaete), situat al nord-est de l'illa de Gran Canaria.

Figura 2.5.- Imatge de Pancratium canariense
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2.2.- Metodes extractius

2.2.1.- Consideracions generals

Els processos extractius de metabolits secundaris varien segons el tipus de mostra i
el tipus de compostos que es desitja recuperar, és a dir, seran diferents segons s'utilitzi
mostra fresca, congelada o bé dessecada, segons si els compostos d’interés sdn monomerics
o polimérics, i segons la forma quimica en que es trobin en estat natural a la planta, és a dir,
si estan lliures, en forma de sal, etc. Les extraccions es poden fer en aigua, en dissolvents
organics de diferent polaritat, o bé en mescles de diferents proporcions de dissolvents
organics i aigua. S'acostuma a realitzar I'extraccié a temperatura ambient, tot i que també es
pot escalfar. (Tura & Robards, 2002).

Existeix un ampli ventall de processos extractius, que van des d’una extraccié simple
amb dissolvent o amb Soxhlet, fins a d'altres de més sofisticats com I'extraccié de fluids en
estat supercritic (SPE), o I'extraccio assistida per microones (MAE). La introduccié d’aquestes
noves tecniques ha estat deguda a la demanda, cada vegada més gran, de nous metodes
extractius, més rapids i automatics, i que requereixin menys quantitat de dissolvents. Tot i
aixi, els métodes convencionals d'extraccid encara dominen aquesta area. Els lipids i els
pigments com les clorofil'les poden ser eliminats dels extractes, si és necessari, a través
d’'una partici6 amb cloroform o hexa. Els extractes poden ser analitzats directament o bé
purificats mitjangant una nova extraccié amb EtOAc, butanol o CHCl; abans de I'analisi, per
tal d’obtenir un extracte uniforme, enriquit en els compostos d'interes, i lliure d'impureses
(Tura & Robards, 2002; Robards, 2003; Naczk & Shahidi, 2006).

2.2.2.- Extracci6é de compostos fenolics de lavandi

Una quantitat de 927 g del material vegetal, préviament molt i dessecat, es va
deixar macerar en MeOH durant 24 hores a temperatura ambient. El sobrenedant es va
recollir i portar a sequedat a 40°C en pressid reduida. Aquesta operacid es va repetir 3

vegades, obtenint-se, finalment, 66.51 g d’extracte metanolic sec (E1).

Per eliminar els greixos i clorofil‘les, es va fer una particid amb hexa i H,0O. Després
d’evaporar el dissolvent de la fraccid organica en un rotavapor a 40°C, es van obtenir 3.44 g
d’extracte d’hexa sec (EHx). La fraccid aquosa es va filtrar, i posteriorment es va fer una
altra particid amb EtOAc. El dissolvent organic de la fraccié de EtOAc també es va evaporar
en un rotavapor a 40°C obtenint 9.48 g d’extracte de EtOAc sec (EAE). La fraccid aquosa es

va liofilitzar, donant lloc, finalment, a 27.54 g d’extracte aquds sec (EAQ).
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Per portar a terme aquest procés d'extraccié de compostos fenolics es va seguir el

protocol descrit per Parejo et al., 2004a.

2.2.3.- Extraccio de compostos fenolics i derivats conjugats amb poliamines de

tabac i d’Arabidopsis thaliana

Els compostos fendlics i les poliamines tenen caracteristiques quimiques diferents
que fan necessaris metodes extractius especifics. En el present treball de tesi es van assajar
diferents métodes publicats, a partir dels quals es van fer algunes modificacions. Van
assajar-se diferents dissolvents i mescles de dissolvents en diferents proporcions, i es va

comprovar l'eficiéncia de I'extraccié mitjangant analisis per HPLC-DAD i LC-MS/MS.

Extraccio de compostos fendlics de tabac

Per extreure els diferents derivats d’acids hidroxicinamics (glicdsids i HCAA) i de
flavonoides era necessari un métode adient pels diferents tipus de compostos a la vegada,
gue optimitzés al maxim la seva recuperacio. Aixi, 'extraccié es va fer en base als métodes
proposats per Keinanen et al, 2001; Galis et al, 2004; i Camacho-Cristobal et a/., 2004. El
métode que va mostrar uns millors resultats i que, per tant, va ser l'escollit per fer les

analisis qualitatives i quantitatives, va ser el segiient:

1 g de material vegetal (FW) conservat a -80°C va ser triturat en N, liquid, i macerat
immediatament amb 3.5 mL d’'una barreja al 50% de MeOH i H,O/HCOOH (97:3) durant 30
min en un bany d'ultrasons a temperatura ambient. Després d’una centrifugacié a 12000
rpm durant 20 min, es va retirar el sobrenedant, i el dissolvent va ser evaporat al buit. El
residu sec va dissoldre’s en 2.5 mL d'una solucié de HCOOH al 0.1% i, finalment, va filtrar-
se en filtres de PTFE de 0.45 um (Waters).

Extraccio de compostos fenolics dArabidopsis thaliana

Per l'extracci6 dels mateixos compostos d'Arabidopsis thaliana es van assajar
diferents métodes i modificacions dels descrits per Li et a/, 1993; Burbullis et a/, 1996;
Shenan, 1996; Hagemeier et a/, 2001; i Von Roepenack-Lahaye et a/, 2004. Finalment, el
métode escollit va ser el mateix que es s’havia seguit en I'extraccid de la planta de tabac,
pero amb la seglient modificacié: la maceracié va fer-se en una soluci6 de MeOH/HCOOH
(97:3).
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2.2.4.- Extraccio de flavans de Crinum humile

El métode d'extraccié de flavans seguit en aquest treball va ser una modificacio del
proposat per Ramadan et al, 2000. Aixi, 1.33 Kg de bulbs de Crinum humile secs es van
triturar i deixar macerar en MeOH durant 48 hores. Aquest procés es va repetir dos cops
més. El dissolvent de I'extracte metanolic cru es va evaporar en un rotavapor. Amb el residu
sec obtingut es va fer una particié amb CHCl; i H,SO, al 2%. La fraccié organica es va rentar
amb H,O destil'lada i es va concentrar sota pressié reduida, fins a obtenir un residu viscos,
del qual es van eliminar els greixos amb é&ter de petroli, obtenint, finalment, un residu sec de
5.46 g (CHUS).

2.2.5.- Extraccio d’alcaloides de Pancratium canariense

Per I'extraccié d’alcaloides es va seguir una modificacio del meétode d’extraccid
descrit per Labrafa et al., 2002. Es va partir de 400 g de material vegetal fresc (bulb, tiges i
fulles), que es van triturar i deixar macerar en MeOH durant 48 hores, procés que es va
repetir dos cops més. El dissolvent de |'extracte metanolic cru es va evaporar a pressio
reduida. El residu sec obtingut es va dissoldre en H,0, i va acidificar-se amb H,SO, al 5%
fins a pH 3-4. Posteriorment es va extreure el material neutre amb Et,0. La fase aquosa
acida resultant va ser basificada amb NH4OH al 20% fins a pH 10-11, i es va extreure amb
EtOAc i EtOAc/MeOH (3:2) repetides vegades. Els dissolvents es van anar evaporant al
rotavapor fins a obtenir un extracte alcaloidic sec de 3.84 g (EAA1) en l|'extraccié amb
EtOAc, i de 0.19 g en I'extraccié amb EtOAc/MeOH (3:2) (EAA2).

2.3.- Fraccionament i purificacio dels extractes de lavandi, Crinum

humilei Pancratium canariense

2.3.1.- Cromatografia de liquids al buit

L'extracte CHUS de Crinum humile es va fraccionar segons una modificacié del
métode descrit per Ramadan et a/, 2000, a través d’una cromatografia de liquids al buit,
amb silicagel 60 A C.C de 6-35 mm de granulometria (SDS) com a fase estacionaria. Com a
eluent es va utilitzar éter de petroli, i es va anar augmentant la polaritat amb una proporcid
creixent de EtOAc fins arribar a un 100% de EtOAc. D'aquest fraccionament es van poder
aillar dos compostos, CHU1 i CHU2.
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Pel fraccionament de I'extracte alcaloidic de Pancratium canariense (EAAL i EAA2),
es va portar a terme una cromatografia de liquids al buit segons el métode descrit per
Labrafna et a/, 2002, utilitzant silicagel 60 A C.C de 6-35 mm de granulometria (SDS) com a
fase estacionaria, i una mescla de diferents dissolvents de polaritat creixent com a fase
mobil. Es va comengar amb hexa al 100%. Posteriorment es va seguir amb mescles d’hexa
amb creixent proporcié de EtOAc fins arribar a un 100% de EtOAc, i finalment amb mescles
de EtOAc amb creixent proporcié de MeOH, fins arribar a EtOAc /MeOH 80:20.

2.3.2.- Cromatografia de gel-filtracio

Per la purificaci6 de I'extracte sec EAE de lavandi es va utilitzar una columna
cromatografica de tipus gel-filtraci, amb Sephadex® LH-20 (Pharmacia) com a fase
estacionaria, i MeOH com a fase mobil (Parejo et al., 2004a; Naczk & Shahidi, 2006). Aquest
tipus de cromatografia es basa en la separacié selectiva de les molécules de solut per
exclusid de grandaria, és a dir, les molécules més petites entren dins els porus de les
particules de la fase estacionaria i queden més retingudes, tardant més temps a ser eluides.
Les molécules més grans, en canvi, no entren dins els porus de les particules i baixen
directament. Aixi, a diferéncia de la silice, no es déna una adsorci6 de les molécules de solut
en la fase estacionaria, sind que es dona una exclusio de les molécules de grandaria superior
a un determinat diametre de porus. Aquest tipus de cromatografia liquida permet una
elevada recuperacio del solut i, tot i que presenta una resolucio relativament baixa, resulta

rapida, senzilla i compatible amb un ampli rang de fases mobils (Hostettmann et a/,, 2001).

2.3.3.- Monitoritzacié per cromatografia en capa fina (TLC)

El seguiment de la purificacié dels compostos amb cromatografies de liquids al buit i
de gel-filtracid es va fer mitjancant una cromatografia en capa fina (TLC) de silicagel 60
(Machery-Nagel, Alugram® SIL G/UV 254), amb indicador de fluorescéncia sota llum
ultraviolada. Com a fase mobil es va utilitzar una mescla de EtOAc/H,O/HOAc (10:3:2) pels
compostos fenolics, i una mescla de MeOH i EtOAc (1:9) pels alcaloides. Per una millor
visualitzacié es van utilitzar diferents solucions reveladores especifiques per cada tipus de
compost. Aixi, pels compostos fenolics es va utilitzar una solucié d’acid difenilboric a 1'1%
p/v en MeOH, que tenyeix aquests compostos d’'un color groc-ataronjat, visible, també, sota
la llum UV a A de 254 i 365 nm. Concretament pels flavans, va utilitzar-se un indicador de
FeCl;, que fa que els compostos fenolics adquireixin un color blau-verdds sota llum UV a una
A de 254 nm. Pels alcaloides es va utilitzar el reactiu de Dragendorff, que tenyeix els

compostos nitrogenats de color vermell-ataronjat. Amb aquest seguiment es va poder
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realitzar correctament el fraccionament i la purificacié dels extractes (Ramadan et a/., 2000;
Labrafia et a/, 2002; Parejo et al., 2004a).

A

Figura 2.6.- Visualitzaci6é d’una TLC sota llum UV de compostos fenolics
del lavandi

2.4.- Tecniques d’identificacio de compostos

La identificacidé de productes naturals com ara els polifenols o els alcaloides ha estat
util en camps de la ciéncia molt diversos. Historicament ha servit per identificar plantes en
base a la quimiotaxonomia, i com a empremta dactilar per a la autentificacié de vins, olis i
altres productes comercials (Revilla et a/, 2001; Tura & Robards, 2002). Paral‘lelament,
s’han descobert i identificat nous compostos, dels quals s’han estudiat les seves propietats
biologiques i/o farmacologiques. A més, la gran disponibilitat d’assaigs /n vitro per a les
activitats d'aquests compostos, ha permes fer un extens screening de nombrosos productes
naturals. Aixo ha portat al descobriment de noves molécules amb propietats farmacologiques
i de relacions d’estructura-activitat que han proporcionat les bases pel disseny de nous

farmacs.
2.4.1.- Cromatografia de liquids d’alta resolucié acoblada a DAD (HPLC-DAD)
En l'actualitat, la cromatografia de liquids d‘alta resolucié (HPLC) s’ha convertit en la

técnica més popular i fiable de separaciéo de compostos fenolics, motiu pel qual s'utilitza de

manera rutinaria en l'estudi fitoquimic de plantes i/o extractes vegetals.
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S’han estudiat diferents sistemes per a la separacio i identificacié de polifenols. El
que s’ha trobat més Util per aquest tipus de compostos consisteix en una cromatografia de
liquids en fase invertida (RPLC), amb una columna de fase estacionaria Cis. El gradient en
una RPLC comenga amb un elevat percentatge del component aquds i, de mica en mica,
s'augmenta la proporcid del component organic (ACN o MeOH), de manera que els
compostos fenolics més polars son els primers a ser eluits. Amb aquestes condicions, I'ordre
d’elucio dels compostos fenolics és el seguent: acids benzoics - acids cinamics - flavonoides.
Dins els flavonoides que tenen el mateix patré de substitucid, primer elueixen els glicosids
de flavanones, seguits dels de flavonols i flavones. Finalment, elueixen les aglicones lliures
en el mateix ordre (Shahrzad & Bitsch, 1996).

Existeixen diferents tipus de detectors, alguns d’ells universals per tot tipus de
molécules, i d’altres, en canvi, especifics per determinats compostos. Els detectors de
fluorescéncia s’han utilitzat, per exemple, en la deteccié i identificacié de poliamines, prévia
derivatitzacié per addicié d'un grup amb emissid fluorescent com el dansil (Marcé et al,
1995). Daltra banda, els de UV es basen en la capacitat dels compostos d'absorbir aquest
tipus de llum, i poden ser de longitud d'ona fixa o de longituds d’ona variable. Aquests
darrers, anomenats detectors en série de diodes (DAD), proporcionen una informacio
addicional molt util en la identificacié de la molécula, ja que mostren la corba d’absorcié UV
caracteristica de cada compost i, a través de la comparacié amb la de compostos estandard,
faciliten la seva identificacid. Compostos fenolics com acids benzoics, acids hidroxicinamics i
flavonoides han estat tradicionalment analitzats per aquesta técnica gracies als dobles
enllagos carboni-carboni conjugats que contenen, que fan possible I'absorcié de llum de
longituds d’ona corresponents a la zona de UV. Normalment s'analitzen a 280 nm, tot i que
també es solen emprar algunes A més especifiques per determinats tipus de compostos com
ara els 360 nm pels acids hidroxicinamics o els 530 nm per les antocianines. La sensibilitat
dels detectors de UV pot resultar adequada per la determinacié de compostos que formen
part d'un extracte, i també per fer estudis farmacocinétics en pacients. Tot i aixi, en alguns
casos aquesta sensibilitat no és suficient i es requereixen técniques més potents, com ara

I'espectrometria de masses (Waksmundzka-Hajnos, 1998; Robards, 2003).

2.4.2.- Espectrometria de masses (MS)

La MS és una eina amb un gran potencial per l'elucidacié i identificacio de
compostos. Aquesta técnica és capag de proporcionar molta informacié: massa molecular
dels compostos, estructura de I'aglicona, punts de substitucié de la molécula, patrons de
glicosilacid, metilacié o sulfuracid, tipus de sucres, etc. A més, permet fer aquests tipus

d’estudis amb molt poca quantitat de mostra (Stobiecki, 2000).
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La MS també s’ha portat a terme on-/ine, acoblada a técnigques de separacid com
cromatografies de liquids, de gasos o electroforesis. Aquest fet encara la converteix en una
técnica més potent per a la identificaci6 de compostos, ja que combina la informacio
estructural que proporciona la MS amb la capacitat de separacié de la HPLC (Robards,
2003). Cal tenir en compte, perd, que la HPLC i la MS no requeriran les mateixes condicions
de treball. Aixi, mentre que per la HPLC és necessaria |'aplicacid, a temperatura ambient,
d’un flux i pressio elevats, per la MS es requereix una alta temperatura i un flux i pressio
baixos, arribant al buit (He, 2000).

El fonament d’aquesta técnica consisteix en la ionitzacié de la molécula, que fa que
aquesta pugui ser detectable d'acord amb la seva relacié massa/carrega (/m/2). Els dos punts

claus d’aquesta técnica son la font de ionitzacid i I'analitzador.

Fonts donitzacio

Existeixen diferents sistemes de ionitzacid com l'impacte electronic (EI), la ionitzacio
guimica (CI), I'electrosprai (ESI), o la ionitzaci6 quimica a pressié atmosferica (APCI) (He,
2000; Stobiecki, 2000). El sistema de EI consisteix en la ionitzacié de les molecules d'analit a
través de limpacte amb electrons altament energétics, que han estat accelerats per una
diferéncia de voltatge de 50-70 eV. Aquesta ionitzacié provoca una fragmentacié de la
molécula molt energética, perd permet la determinacio de la seva estructura. En la CI els
analits s'ionitzen per la reacci6 amb ions de molécules de gasos de massa molecular
relativament petita com el meta (com a CHs*"), l'isobuta (com a (CH3)sC*) o I'amoni (NH4").
Aquest tipus de ionitzacid aporta menys energia a la molécula analit, de manera que els ions
formats es fragmenten menys que en el EI. Per aix0, la CI proporciona menys informacio
per determinar l'estructura de la molécula, perd a canvi, pot proporcionar la massa
molecular del compost, ja que aquesta, a vegades, pot quedar totalment fragmentada per el
EI i no ser visible. Tant en el EI com en la CI els ions entren directament en fase gasosa al
detector, fet que permet I'acoblament amb la cromatografia de gasos (GC-MS). El sistema
de ESI, en canvi, permet I'acoblament amb la cromatografia de liquids, ja que es crea un
aerosol de la mostra liquida. Aquest aerosol es sotmet a un alt voltatge en una cambra de
pressio propera a I'atmosférica per aconseguir la ionitzacio i, paral‘lelament, es tracta amb
un gas assecant per tal d’evaporar el solvent de les gotes d'aerosol amb I'analit ionitzat.
Finalment els ions entren en el detector en fase gasosa. El ESI va suposar un gran aveng en
I'analisi de compostos per MS, ja que l'acoblament amb la cromatografia de liquids va
proporcionar una millora en la sensibilitat, poténcia i resolucié de les analisis de compostos
no volatils sense la necessitat de derivatitzar-los (Smith et a/, 1990, Abian, 1999). Com el
ESI, el APCI també permet I'acoblament de la cromatografia de liquids amb I'espectrometria

de masses, ja que també s’evapora la fase mobil a pressid semblant a I'atmosférica, en
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aquest cas mitjancant una font de calor a temperatures superiors a 500°C. La ionitzaci6 es
realitza per la transferéncia de carrega de molécules ionitzades de la fase mobil als analits a
través de reaccions quimiques. Aquesta técnica, perd, no és aplicable a molécules d‘alt pes
molecular (superior a 1500 unitats de massa atomica) i/o termolabils i, a diferéncia del ESI
(que permet I'analisi de tot tipus de molécules, especialment les de polaritat mitjana-alta),
és utilitzat principalment per I'analisi de molécules de polaritat mitjana-baixa (Rosenberg,
2003; Smith, 2004).

Analitzadors de masses

També existeixen diferents tipus d’analitzadors de masses. Els més utilitzats son els
de temps de volada (TOF) i els de transmissié de quadrupol (Q). L'analitzador TOF es basa
en el principi que diferents ions als quals se'ls aplica la mateixa energia inicial, tindran
velocitats proporcionals al seus valors de m/z Els ions, un cop surten de la font d'ionitzacio,
son accelerats a través d'un tub de volada gracies a l'aplicacié d'un potencial eléctric.
L'espectre de masses s'aconsegueix a través del senyal que rep el detector en funcid del
temps que arriba cada i6, i és convertit en m/z per un sistema de conversié de dades.
D’altra banda, els quadrupols (Q) sdn, potser, els analitzadors més utilitzats ens laboratoris
d’analitica organica. Un quadrupol esta constituit per quatre varetes paral‘leles a les quals
se'ls aplica un voltatge i una radiofreqliéncia. Quan les molecules ionitzades entren al
quadrupol, comencen a oscil'lar a causa d’aquest voltatge. En un determinat voltatge,
només les molecules que oscil'len a la freqliéncia correcta podran passar a través del

quadrupol i arribar al detector.
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Figura 2.7.- Esquema d’un quadrupol, format per les quatre varetes paral-leles. Els ions verds vibren a la
freqliéncia correcta, de manera que son transmesos al llarg del quadrupol i arriben al detector. Els ions
taronges, en canvi, no vibren a la freqiiencia especificada, i surten fora del quadrupol abans d’arribar al
detector.
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Experiments de masses en tandem (MS/MS)

Les técniques de ionitzacid a pressid atmosférica comentades son relativament
suaus, i generen principalment molécules protonades [M + H]* o desprotonades [M — HJ, o
bé ions que representen pérdues moleculars simples com la pérdua d’aigua [M + H — H,0]*.
La informaci6 de la massa molecular del compost resulta molt Util, perd no permet
determinar I'estructura de la molécula. Per obtenir aquest tipus d‘informacié és necessaria la
fragmentacidé de |'espécie ionitzada. Aquesta operacié es realitza en una cel*la de col'lisid, a
través de l'impacte amb un gas inert. Aquest fenomen és conegut amb el nom de dissociacio
induida per col'lisi6 (CID). En un aparell que disposi de triple quadrupol o bé
quadrupol/quadrupol/temps de volada com a analitzadors, la dissociaci6 es porta a terme en
el segon quadrupol, mentre que al tercer quadrupol o al TOF es genera l'espectre dels ions
resultants. El primer quadrupol pot restar estatic o ser un seleccionador d'ions segons el

tipus d'experiment que es realitzi.

QUADRUPOLE 1 QUADRUPOLE 3
QUADRUPOLE 2

Collision Cell
DETECTOR

oo —" = e

NITROGEN

W

Figura 2.8.- Esquema d’un triple quadrupol, amb el quadrupol 2 com a cella de col‘lisid, on es
fragmenten les molécules d’analit per I’impacte amb atoms de nitrogen gas
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En el cas del triple quadrupol es poden realitzar els seglients tipus d’experiments:

Full scan

En aquest experiment no es realitza fragmentacid dels ions. Es fixa un rang de my/z i
s'analitzen tots els compostos de m/z compresa en aquest rang. S'obté un cromatograma
amb tots els pics, a més de I'espectre de masses de cada pic. Aquest experiment pot

realitzar-se amb el Q1 o el Q3, ja que només és necessari un quadrupol.

Product ion scan (PIS)

En aquest experiment es fixa el Q1 a una determinada /77/z, de manera que només van a
la cel'la de col'lisid (Q2) els ions d'aquella m/z fixada. Aquests ions impacten amb els
atoms de nitrogen i passen al Q3, que analitza les seves m/z Aleshores s'obté I'espectre

de masses dels fragments dels ions que s’han seleccionat en el Q1.

Precursor ion scan (Prec)

En aquest experiment es fixa el Q3 a una determinada m7/z i s'analitza en el Q1. Aixi
doncs només s‘analitzaran aquells ions precursors que tenen per fragments producte els
ions fixats en el Q3. S'obté I'espectre de masses d’aquelles molécules que es trenquen

donant lloc a un fragment d’aquella m/ zfixada.

Neutral loss scan (NL)

Aqui s'escaneja simultaniament en el Q1 i en el Q3, amb una determinada diferéncia de
massa, de manera que es detecten tots els ions que tinguin una pérdua d‘aquella massa
especifica. S'utilitza molt per fer screening de grups de compostos que donen lloc a la
mateixa perdua. Per exemple, una hexosa (glucosa o galactosa) suposa una péerdua d’'una

massa de 162, un acid glucuronid de 176, una ramnosa de 146 i una rutinosa de 308.

Multiple reaction monitoring (MRM)

En aquest cas tant el Q1 com el Q3 actuen com a seleccionadors (Q1 selecciona un i6
precursor i Q3 selecciona un i6 producte del precursor seleccionat a Q1). Aquest
experiment és altament selectiu, de manera que és I'Utilitzat en la quantificacié dels

analits. D'altra banda, pero, no proporciona informacio espectral.
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Experiment Q1 Q3

Product ion scan Estatic, selecciona el precursor Escaneja

Precursor ion scan Escaneja Estatic, selecciona I'ié producte
Neutral loss scan Escaneja, sincronitzat amb Q3 Escaneja, sincronitzat amb Q1
MRM Estatic, selecciona el precursor Estatic, selecciona I'ié producte

Taula 2.1.- Experiments de MS/MS que es poden realitzar en multiples etapes

En el present treball experimental es van utilitzar diferents aparells i sistemes de LC-
MS/MS, LC-MS-TOF i GC-MS.

2.4.2.1.- Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses
(GC-MS)

Per I'analisi dels alcaloides de les Amaryllidaceae dels extarctes EAA1 i EAA2 de
Pancratium canariense es va utilitzar un cromatograf de gasos 6890 N, acoblat a un

espectrometre de masses 5975 inert XL (ambdds d’Agilent Technologies).

La columna utilitzada va ser una HP-5 (30 m x 0.25 um x 0.25 mm) (Agilent
Technologies). La rampa de temperatura aplicada va ser la seglient: 2 minuts a la
temperatura inicial de 100 °C, amb un increment de 15°9C/min fins a 180°C, 1 min a 180°C,
un increment de 5°C/min fins a la temperatura final de 300°C, i 1 min a aquesta
temperatura final. Les temperatures de la font, injector i detector van ser de 230, 250, i

280°C respectivament. La ionitzacié dels compostos es va portar a terme mitjangant EL.

Les mostres es van preparar extemporaniament a una concentracié de 30 mg/mL en
MeOH.

Els alcaloides de les Amaryllidaceae purs utilitzats com a estandards per a la
identificacié d‘alcaloides en Pancratium canariense van ser proporcionats pel Grup de
Recerca de Fitoquimica de la Unitat de Fisiologia Vegetal del Departament de Productes
Naturals, Biologia Vegetal i Edafologia, de la Facultat de Farmacia (Universitat de Barcelona),
aillats préviament de diferents espécies de la familia de les Amaryllidaceae, i identificats per

técniques de NMR.
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2.4.2.2.- Cromatografia de liquids acoblada a espectrometria de masses en
tandem (LC-MS/MS)

En I'analisi dels compostos fenolics es van portar a terme experiments de LC-ESI-
MS/MS.

Per la cromatografia de liquids es va utilitzar un aparell HPLC Perkin-Elmer Serie
200, equipat amb un detector UV de A fixa, i amb una columna Luna C18 (Phenomenex) de

150 x 2.1 mm, i 5 pm de mida de particula.

Figura 2.9.- Imatge dels aparells HPLC i MS acoblats utilitzats en aquest treball

Per la separacié dels compostos fendlics del lavandi es va utilitzar una fase mobil A
(H,O 0.05% HOAc) amb creixent proporcié de fase mobil B (ACN 0.05% HOAc), amb el

segiient gradient d’elucio:

Temps A (%) B (%)
(min) (H,0 0.05% HOAc) (ACN 0.05% HOACc)
0 95 5
10 85 15
30 65 35
40 20 80
45 95 5

Taula 2.2.- Gradient d’eluci6 utilitzat en la separacié de compostos fenolics del lavandi
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Les mostres es van preparar dissolent 500 pg d’extracte sec en 1,5 mL de fase mobil
A, filtrant, després, a través de filtres de PTFE de 0.45 pm (Waters). El volum d'injeccid va

ser de 25 ul, i el flux de 0.4 mL/min. Els compostos es van analitzar a una A de 280 nm.

Per la identificacid dels compostos fenolics del lavandi es van portar a terme

experiments de Full scan, PIS, Prec i NL.

Per la separacid dels compostos fenolics del tabac i d'Arabidopsis thaliana, es va
utilitzar la mateixa fase mobil A, i MeOH amb 0.05% de HOAc com a fase mobil B. El

gradient d’elucié va ser el segiient:

Temps A (%) B (%)
(min) (H,0 0.05% HOAc) (MeOH 0.05% HOACc)
0 100 0
25 66 34
30 46 54
35 20 80
37 0 100
40 0 100
43 100 0
50 100 0

Taula 2.3.- Gradient d’eluci6 utilitzat en la separacié de compostos fenolics del tabac i de
I’Arabidopsis thaliana

El volum d'injeccié també va ser de 25 uL, i el flux de 0.4 mL/min. Els compostos es

van analitzar a una A de 280 nm.

Per la identificacio dels compostos, es van portar a terme experiments de Full scan,
PIS, Prec, NL, i MRM.

L'espectrometre de masses acoblat a HPLC va ser un triple quadrupol API 3000
d’Applied Biosystems (Sciex). Les analisis es van portar a terme utilitzant una font de ESI
Turbo Ionspray, en mode negatiu en el cas dels compostos fenolics, i en mode positiu en el

cas dels derivats de poliamines. Els parametres instrumentals s’indiquen a la 7au/a 2.4.
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Parametre Valor

Voltatge capil*lar 3500 V / -3500 V (segons el mode positiu o
negatiu)

Gas nebulitzador (N,) 10 (unitats arbitraries)

Gas cortina (N,) 12 (unitats arbitraries)

Gas de col'lisio (N,) 4 (unitats arbitraries)

Potencial del focus -200V

Potencial d’entrada 10V

DP (declustering potential) 60, 40, 30 V / -60, -40, -30 V (segons la
molécula i el mode positiu o0 negatiu)

CE (energia de collisid) 20, 30, 40 V / -20, -30, -40 V (segons la
molécula i el mode positiu o negatiu)

Gas auxiliar (N;) Escalfat a 400 °C i introduit a un flux de
8000 cm?/min

Taula 2.4.- Parametres instrumentals emprats pels experiments de MS i MS/MS

En el Full scan es va analitzar un rang de m/z entre 80 i 1000, en un cicle de temps

de 2 segons. Els experiments MS/MS es van portar a terme mitjangant el sistema CID.

Els compostos estandard utilitzats per la identificacid de compostos fenolics van ser
obtinguts de Fluka® (luteolina, acid cafeic i acid ferdlic), de Sigma® (kaempferol, rutina, acid
clorogénic i acid cumaric) i d’Extrasynthese® (acid rosmarinic, apigenina i quercetina-3-0O-

glucosid).

Els compostos purs derivats de putrescina (cafeoilputrescina, cumaroilputrescina i
feruloilputrescina) i el derivat d'espermidina (AP-feruloilespermidina) van ser cedits pel Dr.
Jonathan Negrel de la UMR Plante-Microbe-Environnement, INRA (Université de Bourgogne,

Franca).

2.4.2.3.- Cromatografia de liquids acoblada a espectrometria de masses
amb detector TOF (LC-MS-TOF)

L'aparell de MS-TOF utilitzat va ser un Mariner Biospectrometry, també acoblat a
HPLC. Es va utilitzar la mateixa columna cromatografica, flux, volum d'injeccié i gradient
d’elucié que en les analisis de LC-MS/MS. El calibratge extern es va fer amb Nal, i l'intern

amb daidzeina, que té una m/z [M — H] isotopica de 253.05009.

Aquest aparell permet el calcul de la massa exacta de I'analit amb una precisio fins a

tres decimals, pero no permet fer experiments de MS/MS.
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2.4.3.- Ressonancia magnética nuclear (NMR)

Quan les dades obtingudes en l'espectre de masses son insuficients per establir
I'estructura definitiva d’'una molécula, la NMR resulta una eina molt util per a I'elucidacid
estructural. Cal tenir en compte, pero, que els espectres de NMR dels compostos fenolics i
alcaloides son freqglientment complexos, i la identificacid dels compostos aillats resulta
complicada. Aixi, 'espectroscopia de NMR bidimensional (2D NMR) completa la informacio
proporcionada per la monodimensional. La sensibilitat limitada i la necessitat daillar
quantitats de mostra relativament grans, son habitualment les principals limitacions de
I'espectroscopia de NMR. Per a la completa elucidacié estructural d'un nou compost és
necessari portar a terme analisis de H-NMR, *C-NMR i DEPT, a més d'experiments de
correlacions bidimensionals: H-'H (COSY), i H-*C (HSQC i HMBC).

Per I'elucidacié estructural dels compostos CHU1 i CHU2, aillats de Crinum humile,
es varen utilitzar els aparells Gemini 300 i Mercury 400 (Varian). Van realitzar-se
experiments de 'H-NMR, *C-NMR i DEPT, i correlacions bidimensionals de 'H-'H (COSY), i
'H-13C (HSQC i HMBC). Les mostres es van preparar a una concentracié de 5 mg/mL en
CDCls.

2.4.4.- Espectroscopia d’'infraroig (IR)

L'espectoscopia d'infraroig és una eina molt fiable en el camp de la identificacié de
molécules, ja que I'espectre d'absorcié en la regid del IR depén de la vibracio dels enllacos
que constitueixen l'estructura molecular, i és diferent i caracteristic de cada molécula, ja que
és possible relacionar certes bandes d’absorcid de IR amb la preséncia de determinats
enllagos o grups funcionals en la molécula. A part de la seva amplia utilitzacié en el camp del
control de qualitat, I'espectroscopia de IR té un gran interés en el camp de la investigacio, ja
gue, conjuntament amb altres tecniques espectroscopiques, permet I'assignacié

d’estructures de noves molécules (Valls, 1998).
Els espectres de IR dels compostos CHU1 i CHU2 aillats del Crinum humile van

realitzar-se en un espectrofotometre Perquin-Elmer 1430, utilitzant pastilles de NaCl d’icm

d’espessor.
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2.4.5.- Dicroisme circular (CD)

L'analisi del dicroisme circular és una potent eina per establir la configuracid
absoluta de molécules amb centres quirals com flavonoides o alcaloides. Es basa en el
principi que la llum circularment polaritzada (definida com a suma de dos components
esquerre i dret, en fase, i de la mateixa amplitud), en entrar en contacte amb un medi
opticament actiu el qual absorbeix un rang de longituds d'ona que conté el de la llum
polaritzada, el pla de polaritzacié de la llum rota en un angle a, ja que el medi absorbeix la
llum polaritzada esquerra i dreta de manera diferent, fent que la llum resultant sigui
el'lipticament polaritzada. Aquesta diferéncia d'absorcié és el senyal que s'anomena

dicroisme circular (Berova et al., 2000; Slade et a/., 2005).

Les analisis de CD que es van portar a terme en el present treball es varen realitzar
en un espectropolarimetre Jasco J-810. La concentracio en que esta preparada la mostra a
analitzar és un factor important en la resolucié de I'analisi. En aquest cas, les mostres van

ser preparades a una concentracié d’1mg/mL en MeOH.

2.5.- Quantificacié de compostos fenolics

Fins fa poc linterés en la quantificacid dels compostos fenolics era relativament
menor que en la seva caracteritzacio, ja que el ventall de compostos fendlics de referéncia
disponibles comercialment era molt baix. Actualment, perd, aquesta tendéncia esta canviant
rapidament. S'ha vist, per exemple, que les concentracions de polifenols varien molt d’'unes
plantes a les altres, fet que fa necessaria una quantificacid per tal de poder fer estudis
comparatius entre diferents espécies, diferents situacions ambientals i/o fisiologiques, sobre
la localitzacié dels compostos en les diferents parts de la planta, etc. A més, el problema de
la disponibilitat comercial de compostos de referéncia s’esta resolent a mesura que se’n van

identificant i sintetitzant de nous (Escarpa & Gonzalez, 2001).
2.5.1.- Quantificacio dels acids rosmarinic i clorogenic en el lavandi

La quantificacié dels acids rosmarinic i clorogénic es va fer mitjangant una corba de
calibratge per HPLC-DAD, amb estandards comercials dels corresponents compostos,
obtinguts d’Extrasynthese® (acid rosmarinic) i de Sigma® (acid clorogénic). L'aparell HPLC
utilitzat, aixi com la columna cromatografica, el gradient de solvents, i el volum d'injeccid,
van ser els mateixos aplicats en I'analisi qualitativa del lavandi per LC-MS/MS, descrits en
I'apartat 2.4.2.2.
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Els compostos estandard es van dissoldre en MeOH i es van preparar diferents
concentracions (150, 100, 75, 50, 25 i 10 pug/mL). Cada concentraci6 es va assajar per

duplicat, i de cada duplicat es van realitzar dues injeccions.

El material vegetal es va preparar de la segiient manera: una quantitat de 250 mg
(DW) de material de rebuig del lavandi polvoritzat es va macerar en 25 mL d'una solucié
MeOH/H,O al 50% en un bany dultrasons durant 30 minuts. Després de 10 min de
centrifugacié a 14000g es va recollir el sobrenedant i es va ajustar el volum a 25 mL.
Immediatament, es va analitzar per HPLC-DAD. Van analitzar-se un total de 10 extraccions,

de les quals es va calcular la desviacié estandard.

2.5.2.- Quantificacio de derivats de compostos fenolics en el tabac

2.5.2.1.- Quantificacio relativa per normalitzacié interna per LC-MS/MS

El métode de quantificacié per normalitzacié interna es basa en el principi que el
senyal analitic de cada solut és proporcional, amb un marge de linealitat, al d'un determinat
solut (estandard intern) afegit a la mostra a una determinada concentracid. Aquest métode
presenta una série d‘avantatges com ara que es requereixen poques injeccions. D’aquesta
manera es limiten els possibles errors produits per la pesada, manipulacié i injeccié de

nombroses mostres (Vial et al, 2001).

Tot i que no es tracta d'un métode de quantificacié exacte, resulta Gtil per comparar
I'abundancia relativa dels metabolits i el seu augment o disminucié en diferents situacions,

com ara la senescencia i 'estrés hidric en les plantes de tabac.

En el present treball es va realitzar una quantificacié per normalitzacio interna dels
derivats de compostos fenolics en plantes de tabac mitjancant el métode de MRM de LC-
MS/MS.

El compost utilitzat com a estandard intern va ser la taxifolina (dihidroquercetina)
(Sigma®), de Mw de 304, que va ser afegit a les mostres de manera que la concentracié
final en el vial d'analisi fos de 5 pg/mL. L'aparell LC-MS/MS va ser el mateix utilitzat en
I'analisi qualitativa, aixi com la columna cromatografica, el gradient de solvents i les
condicions d‘analisi (descrits en I'gpartat 2.4.2.2). El volum d'injeccié va ser de 10 pL, i
I'analisi es va portar a terme en mode negatiu. Les DP i CE aplicades a cada compost van ser
les Optimes per a cadascun, determinades préviament mitjancant una analisi de PIS dels

compostos a diferents DP i CE. Els dos fragments escollits per la monitoritzaci6 en MRM van
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ser la m/z de I'i6 precursor i la m/z de I'i6 producte que apareix amb més intensitat en les

analisis de PIS, que es resumeixen a la 7au/a 2.5.

Compost Fragments MRM  DP CE
(m/2)
Taxifolina 303/285 -50 -20
Acids cafeoilquinics 353/191 -50 -20
Acids cumaroilquinics 337/191 -50 -20
Acids feruloilquinics 367/191 -50 -20
Glucosids d’acid cafeic 341/179 -60 -30
Glucosid d'acid cumaric 325/163 -50 -20
Glucosid d'acid ferdlic 355/193 -60 -30
Glucosid d'acid salicilic 299/137 -30 -30
Glucosids d'acid sinapic 385/223 -50 -20
Glucosid d'acid trihidroxicinamic 357/195 -50 -20
Kaempferol-7- O-neohesperidosid 593/285 -60 -40
Rutina 609/301 -60 -40

Taula 2.5.- Transicions de MRM, DP i CE dels derivats de compostos fenolics quantificats per
normalitzacié interna en el tabac

2.5.2.2.- Quantificacié de l'acid neoclorogénic i la rutina per HPLC-DAD

mitjancant una corba de calibratge

Per I'especial rellevancia, en termes de concentracid, dels compostos rutina i acid
neoclorogeénic respecte la resta de derivats fenolics presents en el tabac, es va realitzar una
quantificacid més acurada d'aquests compostos. Aquesta quantificacid es va portar a terme
mitjancant la realitzacié d’'una corba de calibratge per HPLC-DAD amb compostos estandard
de rutina i acid clorogénic (Sigma®), dels quals varen preparar-se dissolucions en MeOH a
diferents concentracions (100, 50, 25, 10 i 5 pg/mL). Cada concentracid es va assajar per

duplicat, i de cada duplicat es varen realitzar dues injeccions.
El procés d'extraccid dels compostos va ser el mateix descrit en |'gpartat 2.2.3.

Varen analitzar-se mostres de 10 extraccions, de les quals es va calcular la desviacid

estandard.
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2.5.2.3.- Quantificaci6 de conjugats de putrescina amb acids
hidroxicinamics per LC-MS/MS mitjancant una corba de

calibratge

Degut a la baixa concentracid que presenten aquests compostos en les fulles de
tabac, no eren detectables a través de HPLC-DAD, de manera que va ser necessaria la
utilitzacié de la técnica de LC-MS/MS en mode MRM, el mode més sensible, per a la seva

guantificacio.

Varen realitzar-se tres corbes de calibratge amb compostos purs de
cafeoilputrescina, cumaroilputrescina i feruloilputrescina. Aquests compostos es van
dissoldre en una solucié de HOAc al 0.05% i es van preparar diferents concentracions, 0.05,
0.25, 0.5, 1, i 2 ug/mL pels compostos feruloilputrescina i cumaroilputrescina, i 0.01, 0.05,

0.25, 0.5, 1, i 2 ug/mL en el cas de la cafeoilputrescina.

El procés d’extraccié dels compostos també va ser el mateix descrit en |'apartat
2.2.3, i varen analitzar-se mostres de 10 extraccions, de les quals es va calcular la desviacid

estandard.

Els instruments de LC-MS/MS i les condicions d'analisi va ser els mateixos emprats
en l'analisi qualitativa (gpartat 2.4.2.2), amb la diferéncia que el volum d'injeccié va ser de
10 uL, i que es van portar a terme amb el metode de MRM, en mode positiu. Les DP i CE
aplicades a cada compost van ser les optimes, determinades préviament amb experiments
de PIS dels compostos purs. Els dos fragments escollits per la monitoritzacid en MRM van
ser la mf/z de I'i6 precursor, i la /m/zde I'i6 producte que apareixia amb més intensitat en les

analisis previes de PIS dels compostos purs, i que es resumeixen a la 7aula 2.6.

Compost Fragments MRM  DP CE
(m/ 2)

Cafeoilputrescina 251/163 20 20

Cumaroilputrescina 235/147 20 20

Feruloilputrescina 265/177 20 20

Taula 2.6.- Transicions de MRM, DP i CE dels derivats de poliamines quantificats en el tabac
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2.6.- Avaluacio del contingut total en compostos fenolics i de
I'activitat antioxidant de les diferents fraccions de l'extracte

del lavandi

2.6.1.- Determinacio del contingut total en compostos fenolics (TPhC) pel métode

de Folin-Ciocalteu

Per determinar el TPhC existeixen diferents metodes basats en mesures
colorimeétriques, utilitzant un nombre de reactius amb selectivitat variada envers els fenols.
Perd la gran diversitat d'estructures englobades dins el terme de compostos fenolics fa que
no existeixi un reactiu especific ideal, de manera que és necessaria I'eleccié d’un reactiu de
compromis, o bé la utilitzacié de reactius diferents per determinar compostos especifics. Tot
i la seva manca d'especificitat, el test de Folin-Ciocalteu és el més utilitzat, ja que és rapid,
senzill i economic, i malgrat els seus inconvenients, resulta d’utilitat com a dada orientativa
en correlacid amb I'activitat antioxidant. Per aix0, aquest ha estat el metode escollit per

avaluar el TPhC en aquest treball.

El test de Folin-Ciocalteu es basa en una reaccidé colorimétrica entre els compostos
fenolics i el reactiu de Folin, una solucié d’ions polimérics complexes dels acids fosfomolibdic
i fosfotungstic, de color groc, que en medi basic oxida rapidament els fenols a ions fenolat,
produint complexes de molibdé-tungsté de color blau. La mesura espectrofotométrica de
I'absorbancia de la solucid final permet coneixer la concentracié total de fenols. Com a
compost de referéncia s'utilitza I'acid gal‘lic, de manera que els resultats son expressats en
equivalents d’acid gal'lic (GAE)/mg de pes sec (DW) (Khokhar & Magnusdottir, 2002).

Reactiu de Folin + fenols —————> ions fenolat 4 complexes colorats blaus

OH
(Amax = 765 nm)

Procediment
Elaboracio de la recta patro

Per preparar les mescles de reaccio es va partir de diferents quantitats (entre 0 i 1
mL) de solucié d'acid gal‘lic, a una concentracié de 50 ug/mL. Posteriorment es va afegir la
quantitat corresponent de H,O (especificada a la 7au/a 2.7), 0.5 mL del reactiu de Folin-
Ciocalteu (Panreac®), i dos minuts més tard 1.5 mL de Na,CO; al 20%. Es va deixar incubar
durant 2 hores i, posteriorment, es va llegir l'absorbancia de les mostres en un
espectrofotometre (Hitachi U-2000) a una A de 765 nm.
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Equivalents
Solucio H,0 Reactiu de Solucio de d’acid gal'lic | Absorbancia
d’acid gal*lic (mL) Folin-Ciocalteu Na,CO; al 20% (GAE) (nm)
(mL) (mL) (mL) (ng/10 mL
mescla)
1.0 7.0 50 0.589
0.8 7.2 40 0.481
0.6 7.4 30 0.367
0.4 7.6 0.5 1.5 20 0.256
0.2 7.8 10 0.141
0.1 7.9 5 0.075
0.0 8.0 0 0.017

Taula 2.7.- Taula-guia de la preparacié de la recta patrd d’acid gal-lic, amb els valors d’absorbancia
obtinguts per cada concentracio.

A partir d’aquests valors d’absorbancia i concentracio es va calcular la recta patro:

by

Absorb

ancia

y = 0.0114x + 0.0217

R% = 0.9996

30
GAE

40

50

60

Figura 2.10.- Recta patrd corresponent a 1’acid gal-lic. A partir de I’equacio de la
recta obtindrem el valor de la pendent: 0.0114

La inversa de la pendent de la recta és el valor F que sera necessari per fer els

calculs amb la mostra que es vulgui avaluar. En aquest cas, el valor F calculat va ser de

87.72.
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Elaboracio de l'assaig

La mescla de reaccié va consistir en 0.1 mL d’extracte (o MeOH en el cas del blanc)
a una concentracio entre 1 i 10 mg/mL segons lactivitat de I'extracte, 7.9 mL de H,O
destil'lada, 0.5 mL de reactiu de Folin-Ciocalteu, i 1.5 mL de solucié de carbonat sodic al
20%. El moment en que s'addiciona el reactiu de Folin és el punt d'inici de la reaccid, i la
solucié de Na,COs s'afegeix al cap de 2 minuts. La mescla de reaccid es va deixar incubar
durant 2 hores i, posteriorment, es va mesurar I'absorbancia de les solucions colorades de
blau en un espectrofotometre a una A de 765 nm. L'assaig es va realitzar per triplicat, i les

solucions van ser preparades diariament.

Problema Control
(mL) (mL)
Extracte 0.1 -

MeOH - 0,1

H>0 7,9 7,9
Reactiu de Folin 0,5 0,5
Na,COs (20%) 1,5 1,5

Volum total 10 mL

Taula 2.8.- Taula-guia per la preparacié de I’assaig de Folin-Ciocalteu amb la mostra

Calculs

El TPhC es calcula mitjangant la formula segiient:

TPhC = M = GAE/mg mostra
C/DxV

A = absorbancia

F = inversa de la pendent de la recta-patrd de I'acid gal-lic
C = concentracid de la soluci6 d'extracte

D = dilucié

V = volum de la mostra

(en aquest cas D x V = 1/10)
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2.6.2.- Determinacio de I'activitat antioxidant

Els métodes de determinacio de I'activitat antioxidant son extremadament diversos, i
han estat objecte d’'un gran nombre de reculls bibliografics (Arnao et a/, 1999; Abuja &
Albertini, 2001; Antolovich et al, 2002; Cos et al, 2002; Sanchez-Moreno, 2002;
MacDonald-Wicks et al, 2006; Naczk & Shahidi, 2006; Hermans et al, 2007). L'activitat
antioxidant habitualment es mesura de forma indirecta, és a dir, a través de I'extensié d’una
oxidacid. La principal limitacidé, pero, és la manca d'un substrat universal per aquest
procediment d’oxidacid, fet que justificaria el gran nombre de métodes descrits. La mesura
de I'activitat antioxidant, especialment d’antioxidants que son barreges multifuncionals, o bé
que actuen en un sistema multifase complex, no pot avaluar-se de forma satisfactoria amb
un sol test sense tenir en compte les multiples variables que poden interferir en els resultats.
Aixi doncs, és convenient la utilitzacié de diferents métodes per avaluar I'activitat antioxidant
d’un producte o extracte (Koleva et a/, 2002; Aruoma, 2003; Katsube et a/, 2004; Hermans
et al, 2007).

En una reacci6 d'oxidacid hi intervenen el substrat, 'oxidant, liniciador, els
productes intermediaris i el producte final. La mesura de qualsevol d’aquests parametres pot
ser utilitzada per valorar I'activitat antioxidant, donant lloc a multiples estratégies analitiques

valides.

Els métodes per determinar I'activitat antioxidant dels compostos fendlics inclouen
tests /n vitro i in vivo. Els tests /n vitro resulten molt Utils, ja que son rapids, senzills, i de
resultats més facilment reproduibles gracies a la facilitat d'estandarditzar i validar les
condicions d’assaig. Per contra, les dades que proporcionen son dificils d'extrapolar a
sistemes biologics. Els tests in vivo, en canvi, tot i que son dificils de portar a terme per la
dificultat de reproduir les condicions fisiologiques capaces d'influir en la biodisponibilitat dels
compostos un cop ingerits, presenten |avantatge de tenir en compte si aquests
s'absorbeixen, i si mantenen lactivitat després de ser absorbits i metabolitzats en
I'organisme. Aixi, caldrien estudis /n vivo per determinar si el potencial antioxidant trobat en
els assaigs /n vitro realment es manté en un sistema biologic. Cal diferenciar, doncs, entre
activitat antioxidant i capacitat antioxidant. En els sistemes biologics es parlaria de capacitat
antioxidant, mentre que en sistemes /n vitro es parlaria d'activitat antioxidant, entesa com la
suma de totes les activitats antioxidants d’'una barreja de molts antioxidants, per exemple un
extracte vegetal o aliment. Els meétodes descrits per a la determinacié de lactivitat
antioxidant es poden dividir en dos grans grups: aquells que avaluen la peroxidacio lipidica, i
aquells que mesuren la capacitat de captar radicals lliures (Antolovich et a/,, 2002; Sanchez-
Moreno, 2002; Hermans et al., 2007).
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En el present treball, per la seva facilitat danalisi i reproductibilitat de resultats,
s’han utilitzat tres assaigs diferents basats en la mesura de la capacitat captadora de radicals
lliures dels compostos fenolics: el métode de determinacio de I'activitat captadora del radical
DPPH’, la determinacid de lactivitat captadora del radical ‘OH pel métode de
guimioluminescéncia del luminol induida per Co(II)/EDTA, i la determinacid de l'activitat
captadora del radical O, pel métode del nitro-blue tretazolium (NBT?*) i el sistema

hipoxantina/ xantina-oxidasa.

2.6.2.1.- Determinacio de la capacitat captadora del radical DPPH’

El radical sintetic 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil hidratat (DPPH’) és de color violeta
intens, i serveix, a la vegada, de radical susceptible de ser reduit i d'indicador de la reaccio,
ja que el seu color es perd quan passa a la seva forma reduida (DPPH-H), gracies a la
donaci6é d'un electré per part d’un antioxidant antiradicalari (AH) (Figura 2.11). La mesura
espectrofotomeétrica de la disminucié de la coloracié a Amax = 517 nm permet la determinacio
de I'activitat antioxidant de I'espécie donadora d’electrons. Per determinar aquesta activitat,
es calcula la concentracio inhibitoria 50 (ICsy), parametre ampliament utilitzat per la mesura
i comparacié de la capacitat captadora de radicals lliures de diferents mostres (Sanchez-
Moreno et al., 1998; Robards, 2003).

N N
N/ HN/
O5N NO; O,N NO,
+ AH > + A
NO, NO2
DPPH’ DPPH-H
(color violeta) (color groc)

(Amax = 517 nm)

Figura 2.11.- Reacci6 entre el radical DPPH i un agent antioxidant donador d’electrons (AH)
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Procediment

FElaboracio de l'assaig

Es va preparar una solucié metanolica del radical DPPH" (Sigma®) de 20 pg/mL i
solucions metandliques de la mostra a assajar a diferents concentracions, segons |'activitat
de l'extracte, per exemple: 50, 25, 10, 7.5 i 5 ng/mL. A continuacié es van mesclar 750 pL
de solucié problema (o de MeOH en cas del blanc) amb 1500 uL de solucié metandlica de
DPPH’, i es va incubar a la foscor durant 20 minuts. Posteriorment es van mesurar les

absorbancies de les solucions en I'espectrofotdmetre. L'assaig es va realitzar per triplicat.

MeOH Solucié d’extracte Solucié DPPH' 20 ug/mL
(uL) (uL) (uL)
Control 750 -
Problema - 750 1500
Volum total 2.25 mL

Taula 2.9.- Taula-guia per la realitzacio de 1’assaig DPPH’

Calculs

La capacitat de decoloraci6 de la mostra respecte el blanc es va calcular mitjancant
la formula segtient:

A mostra

% decoloracio =| 1-
A blanc

jxlOO

A mostra = absorbancia de la mostra

A blanc = absorbancia del blanc

Per calcular la ICsy es va fer una recta de regressid del percentatge de decoloracio
en front la concentracié de la mostra. El valor es va obtenir a partir de I'extrapolacié d'un
50% de decoloracid a la recta. De cada triplicat va obtenir-se una recta patré i una ICsy, i es

va calcular la desviacié estandard dels tres valors.
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y = 0.732x + 1.8401
R? = 0.9961
0 ; ; ; ; ‘
0 20 40 60 80 100 120

Concentracio

20

% de decoloracio
NN
o

Figura 2.12.- Grafica d’exemple on es representen els % de decoloracié a diferents
concentracions de mostra en un test de DPPH’

2.6.2.2.- Determinaciéo de la capacitat captadora del radical OH pel
métode de quimioluminescéncia del Iluminol induida per
Co(II)/EDTA

Aquest métode es basa en la reaccid quimioluminescent de la molécula de luminol
amb el radical ‘OH (Figura 2.13). L'addicié de captadors de radicals lliures dona lloc a la
disminucié de la intensitat d’aquesta quimioluminescéncia, quantificable mitjangant un
luminometre. La quantificacid d'aquesta disminucié d'intensitat de la quimioluminescéncia
permet avaluar la capacitat antioxidant de la substancia captadora de radicals lliures. La
produccié de radicals 'OH al medi de reaccid es basa en la reaccid de Fenton a partir de
H,0,, catalitzada per Co(II) (Figura 2.13) (Parejo et al., 2000, Parejo et al., 2002).

Co** 4+ HO, ___ , Co®™ + OH + OH

0,” + Co** ____, 0, + Co*

NH» (0} NH> 0
| + 'OH —_ + Nz + llum
0
NH = (Amax = 430 nm)
0 0
luminol

Figura 2.13.- Reacci6 de Fenton catalitzada per Co(IT), i reacci simplificada entre el luminol i el radical OH
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Procediment

FElaboracio de l'assaig

Per portar a terme aquest assaig de quimioluminescéncia (CL), es van preparar una
serie de solucions: una solucié tampd d‘acid boric a pH 9, una solucié de luminol (100
ug/mL), una solucié de Co(II) (200 pg/mL) i EDTA (1 mg/mL), i una solucié de H,0, a una
concentracié de 0.05 M. Les solucions del tampd d’acid boric i de H,0, es van preparar en
H,0 destil-lada, mentre que les solucions de luminol i Co(II)/EDTA en el tamp6 d’acid boric.
Paral-lelament es van fer diferents dilucions de la mostra a assajar, per exemple 100, 75, 50,
25, 10 i 5 ug/mL en MeOH. Tots els reactius (luminol, Co(II) i EDTA) van obtenir-se de la
casa comercial Sigma®. Les solucions es van mesclar en un tub d‘assaig. La reaccié comenca
en el moment en que s’afegeix el H,0,. La mescla es va incubar durant 30 minuts a la foscor
i, posteriorment, es va llegir la intensitat de quimioluminescéncia emesa en un lumindometre
(Berthold LB 9507). Cada concentracié de mostra es va assajar per triplicat, i també es va

fer un blanc de control amb MeOH.

Problema Blanc
(uL) (uL)
Solucié Co(II)/EDTA 300 300
tampo d'acid boric
Solucié de luminol 25 25
MeOH - 25
Extracte 25 -
H,0, 50 50
Volum total de I'assaig 400 pL

Taula 2.10.- Taula-guia per la realitzacid de 1’assaig de CL
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Calculs

Per calcular I'activitat captadora de I'extracte es va aplicar la seguent formula:

AAz(l—IIJXIOO

o

AA = activitat captadora de radicals 'OH de I'extracte (%)

I. = promig de les mesures de la intensitat de quimioluminescéncia emesa pel blanc (URL)
I = promig de les mesures de la intensitat de quimioluminescéncia emesa per la mostra
(URL)

(URL = Unitats relatives de llum)

Per avaluar I'activitat antioxidant, també es va calcular el parametre ICso, a partir
d’'una recta de regressié del percentatge d'activitat captadora en front la concentracié de la
mostra. Per cada triplicat es va obtenir una recta de regressio i un valor ICs, dels quals es

van calcular les desviacions estandard.

s

o 50

©

8 40 1

e

£ 30 1

| 20

> 10 - y = 0.3307x + 5.4724

g 10 R? = 0.9934

(1}

° 0 T T T T T

~

S 0 20 40 60 80 100 120
Concentracio

Figura 2.14.- Grafic d’exemple on es representen % d’activitat atrapadora a diferents
concentracions de mostra en un test de CL
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2.6.2.3.- Determinaciéo de la capacitat captadora del radical O,  pel

métode del nitro-blue tretazolium (NBT?*) i el sistema

hipoxantina/ xantina-oxidasa

La xantina-oxidasa és un enzim capag de generar radicals O,” per l'oxidacid de
I'hipoxantina a xantina, en medi aquds. Aquests radicals, al seu torn, sén capacos de reduir

compostos com el nitro-blue tretazolium (NBT?*) a formazan, cromofor de color blau que

presenta el seu maxim d’absorcié a una A de 560 nm (Figura 2.15).

OH OH
XN XN
'\ﬁI \> xantina-oxidasa fj[ \>
N/ N / \ q = N

HO
02 0"

hipoxantina xantina

NBT* + 20, ___, formazan + 20,
(Amax = 560 nm)

Figura 2.15.- Reaccid de formacié de xantina a partir d’hipoxantina en medi aqués mitjangant I’enzim
xantina-oxidasa, amb la corresponent produccié de O, i reacci6 de formacié de formazan a partir de NBT>"

Aquells principis actius que son capacos de captar el radical O,” disminueixen la
velocitat de formacid del cromofor. Aleshores, es pot calcular I'activitat antioxidant dels
compostos assajats mitjancant la quantificacié de la disminucioé de la velocitat de formacio
d’aquest cromofor (Paya et a/., 1992, Masaki et a/., 1995).

Aquest meétode enzimatic mesura, doncs, I'activitat captadora de radicals 0,7, tot i
que alguns compostos com els flavonoides presenten, a més, activitat inhibidora de la
xantina-oxidasa. Aixi, la disminucié d’absorbancia que provoquen els flavonoides, sera
deguda tant a la captacié de radicals O,”, com a la disminucié de produccié d’aquests

radicals per la inhibici6 de la xantina-oxidasa (Cos et al., 1998).
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Procediment

FElaboracio de l'assaig

Per portar a terme l'assaig de la xantina-oxidasa (XO), es va partir de mostres dels
diferents extractes a una concentracié de 500 pg/mL dissolts en H,O destil'lada. Es va
preparar una solucié de tamp6 fosfat (NaH,PO4/Na,HPO,) per mantenir el pH constant a 7.5,
una solucié d’hipoxantina (Sigma®) a una concentracié de 0.2 mM, una solucié de NBT**
(Sigma®) 1 mM i una solucié de I'enzim xantina-oxidasa (Sigma®) a una concentraci6 de 1.2

U/mL. També es va necessitar H,O destil*lada per la realitzacié dels blancs.

Els reactius es van mesclar segons la 7aula 2.11. L'enzim va ser I'Ultim reactiu a
afegir, just abans de llegir I'absorbancia a I'espectrofotometre. En el moment de I'addicié de
la xantina-oxidasa comenca la reaccid d'oxidacid de I'hipoxantina a xantina, amb la
conseqiient formacié del radical O,”. Aquest radical reacciona amb el NBT** i es comenca a
formar el formazan. La lectura de l'absorbancia es va fer a una A de 560 nm, just en el
moment en que es va arribar al maxim d’absorbancia, que correspon a la finalitzacié de la
reaccid. L'assaig es va realitzar per triplicat, minimitzant I'exposicié a la llum. Per tal de
verificar la correccié de 'assaig, es va fer un control paral'lel amb quercetina (Sigma®).
També es van realitzar blancs en els quals no es va afegir enzim, tant en la mostra, com en

el control amb H,0, i en el control amb quercetina.

Blanc Blanc Blanc
control Control quercetina | Quercetina | mostra Mostra
(uL) (uL) (pL) (uL) (uL) (uL)
Tampo fosfat 380 380 380 380 380 380
Solucioé d'hipoxantina 63 63 63 63 63 63
0,2 mM
H,O0 destil'lada 126 63 63 - 63 -
Quercetina - - 63 63 - -
(500 pg/mL)
Mostra (500 ug/mL) - - - - 63 63
Solucié NBT** 63 63 63 63 63 63
(500 ug/mL)
Solucio de xantina-
oxidasa - 63 - 63 - 63
(1.2U/mL)
Volum total 632 uL

Taula 2.11.- Taula-guia per la realitzacid de I’assaig de la XO
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Calculs

La capacitat captadora del radical O, s’expressa en % de captacid, i es va calcular

aplicant la seglient formula:

% captacio = [ j x 100

C = absorbancia control - absorbancia blanc control

M = absorbancia mostra - absorbancia blanc mostra
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3.1.- Lavandi

3.1.1.- Extraccio i fraccionament

En I'extraccio inicial varen obtenir-se un total de 66.51 g de E1. De la seva posterior
particié es varen obtenir 3.44 g de EHx, 9.48 g de EAE, i 27.45 g de EAq.

3.1.2.- Contingut total en compostos fenolics (TPhC) i activitat antioxidant

Els valors obtinguts de l'avaluacié del TPhC i de l'activitat antioxidant (apartat 2.6)
es mostren a la 7aula 3.1. Aquests resultats confirmen que el material de rebuig del lavandi
té una clara activitat antioxidant i conserva un important contingut en compostos fenolics
després de la destil'lacio dels olis essencials. Aquest procés de destil*lacid es porta a terme a
elevades temperatures, perd, tot i que aquestes, de vegades, poden alterar alguns
compostos com antocianines o flavonols (Tomas-Barberan & Espin, 2001), aquesta
degradacio no sol ser gaire significativa (Buchner et a/, 2006). A més, el tractament térmic
pot inhibir enzims com polifenol-oxidases (PPO) i peroxidases (POD), responsables de la
degradacié oxidativa dels compostos fenolics, fet que pot contribuir a la conservacio

d’aquests compostos (Tomas-Barberan & Espin, 2001; Pourcel et a/., 2007).

Activitat antioxidant

TPhC DPPH’ CL X0

(GAE/mg) + SD ICso £ SD ICs0 £ SD AA (%) + SD

(ng/mL) (ng/mL) (500 pg/mL)

El 59.96 + 1.65 168.51 + 18.49 69.49 + 5.91 32.88 + 4.86
EHx 41.56 + 2.43 631.70 £ 91.20 109.36 + 16.03 7.68 +1.31
EAE 240.01 + 13.24 40.63 £5.91 10.82 + 4.61 68.16 + 2.61
EAq 32.56 + 1.99 421.48 +42.73 187.88 £ 22.29 25.34 + 5.68
A 124.53 +9.71 190.34 + 23.27 19.10 + 1.92 19.34 + 2.49
B 423.82 + 13.79 57.01 +5.72 5.25+0.52 60.99 + 1.67
C 783.36 + 24.61 7.98 £ 0.97 7.67 +0.28 81.48 + 1.70
BHA - 9.70 + 0.92 2.14+0.01 67.51 + 0.30
Quercetina - 6.11 + 0.53 5.13 +0.12 97.45 £ 3.25

Taula 3.1.- Contingut total en compostos fenolics i activitat antioxidant resultant dels tres assaigs antiradicalaris

(DPPH/, CL, i XO) dels diferents extractes del material de rebuig del lavandi (E1, EHx, EAE, EAq) i de les
fraccions de EAE (A, B i C), comparat amb els valors obtinguts dels compostos de referéencia BHA i quercetina.
SD, desviaci6 estandard calculada de 10 replicats.
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L'extracte EAE va resultar el més actiu en tots els assaigs d‘activitat antioxidant,
amb una ICs, de 40.63 i 10.82 pg/mL en els assaigs de DPPH' i CL respectivament, i una
activitat antioxidant d’'un 68.16% en l'assaig de XO. L'activitat antioxidant de I'extracte EAE
es va correspondre amb el TPhC, ja que aquest extracte també va ser el que va mostrar els
valors més elevats (240.01 GAE/mg). Aquests resultats indicaven que I'extracte EAE era el
més adient per realitzar la posterior identificaci6 de compostos fenolics responsables de
I'activitat antioxidant. Aixi, es va procedir a una posterior purificacio i fraccionament d'aquest
extracte amb una cromatografia de gel-filtraci® amb suport de Sephadex® (veure apartat
2.3.2).

Les fraccions A, B i C obtingudes de EAE van ser també avaluades en el TPhC i en
I'activitat antioxidant. EI major TPhC es va trobar a la fraccid C (783.36 GAE/mg). Aquesta
fraccié també va mostrar una activitat antioxidant més elevada en els assaigs de DPPH" (ICs
de 7.98 pug/mL) i de XO (81.48% d'activitat antioxidant). L'activitat antioxidant resultant
d'aquest darrer assaig va ser superior a la del compost de referéncia BHA
(butilhidroxianisol). D'altra banda, pero, la fracci6 B va mostrar I'activitat captadora del
radical ‘OH en el test de CL més elevada (ICs, de 5.25 pg/mL), tot i que la quantitat de

compostos fenolics era menor que en la fraccié C.

3.1.3.- Identificacié de compostos fenolics per LC-MS/MS

En base a la composicié quimica del génere Lavandula (Areias et al., 2000; Upson et
al., 2000; Harborne & Williams, 2002) es varen programar diferents experiments de tandem
MS/MS (Product ion scan, Precursor ion scani Neutral loss scan). A més, es van assajar els
DP i CE optims per la correcta fragmentacié de cada tipus de molécula. Varen identificar-se
un total de 23 compostos fenolics per primera vegada en el material de rebuig del lavandi,
compostos que tampoc havien estat anteriorment identificats en la planta de lavandi, amb
I'excepcié de l'acid rosmarinic, que s’havia trobat en els seus cultius cel'lulars (Lopez-
Arnaldos et a/., 1997). Els resultats de la identificacio, aixi com els temps de retencio (tg), els

experiments realitzats, i els DP i CE es resumeixen a la 7aula 3.2.
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Experiments MS/MS

Product Precursor
tr Jjon scan Fragments Neutral loss jon scan
Pic Compost (min) Fraccié [M-H] (m/2) (m/z (abundancia relativa, %)) scan (u) (m/2) DP(v) CE(v)
1 Acid protocatequic 569 C 153 153 109 (100) -60 -35
2 Acid cumaric-O-glucdsid 1 13.65 B 325 325 119 (100), 163 (20) 162 -60 -35
3 Acid cafeic 1528 C 179 179 135 (100) -60 -35
4 Acid ferulic-O-glucosid 1 16.98 B 355 355 149 (100), 193 (20) 162 -60 -35
5 Acid cumaric-O-glucdsid 2 1939 B 325 325 119 (100), 163 (20) 162 -60 -35
6 Acid trihidroxicinamic-O- 1947 B 357 357 151 (30), 177 (20), 195 (100) 162 -60 -30
lucosid
7 gcid 3-O-cafeoilquinic 2050 B 353 353 119 (100), 173 (80), 179 (60), -60 -35
(acid clorogenic) 191 (100)
8 Acid cafeic-O-glucdsid 1 2163 B 341 341 135 (100), 179 (80) 162 -60 -35
9 Acid fertlic- O-glucosid 2 2175 B 355 355 149 (100), 193 (20) 162 -60 -35
10 Eriodictiol-O-hexdsid 2242 B 449 449 135 (100), 151 (80), 287 (20) 162 -60 -30
11 Acid cafeic-O-glucosid 2 2290 B 341 341 135 (100), 179 (80) 162 -60 -35
12 Quercetina-3- 0-glucosid 2361 C 463 463 151 (<5), 179 (<5), 301 (100) 162 301 -60 -35
(isoquercitrina)
13 Luteolina-O-hexosid 1 2369 C 447 447 285 (100), 447 (10) 162 285 -60 -30
285 133 (100), 151 (20), 285 (50) -80 -40
14 Crisoeriol- C-hexosid 2373 C 461 461 285 (100), 299 (80) 162 299 -60 -35
15 Apigenina- O-hexosid 26.00 C 431 431 269 (100), 431 (10) 162 -60 -35
16 Luteolina- 0-hexosid 2 2642 C 447 447 285 (100), 447 (10) 162 285 -60 -30
285 133 (100), 151 (20), 285 (50) -80 -40
17 Crisoeriol-O-glucuronid 2886 C 475 475 285 (60), 299 (70) 176 299 -60 -30
18 Luteolina- O-glucuronid 1 2958 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30
. 285 133 (100), 151 (20), 285 (50) -80 -40
19 Acid rosmarinic 3160 C 359 359 161 (100), 179 (25), 197(20) -60 -35
20 Acid rosmarinic metiléster 3312 C 373 373 135 (80), 179 (100) -60 -35
21 Luteolina-O-glucuronid 2 3457 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30
285 133 (100), 151 (20), 285 (50) -80 -40
22 Apigenina 3520 C 269 269 117 (100), 151 (90) -60 -35
23 Luteolina- O-glucuronid 3 3561 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30
285 133 (100), 151 (20), 285 (50) -80 -40

Taula 3.2.- Compostos fenolics identificats en el material de rebuig del lavandi per LC-MS/MS, amb el temps
de retencid (tr), la fraccido on han estat trobats, i els fragments caracteristics obtinguts en els diferents

experiments MS/MS realitzats

3.1.3.1.- Acids benzoics i hidroxicinamics, i derivats hidroxicinamoilquinics

A la fraccié C es va trobar un acid benzoic (pic 1) i un acid hidroxicinamic (pic 3),

gue van ser identificats temptativament com a acid protocatéquic i acid cafeic

respectivament. L'espectre de masses en Fu// scan del pic 1 va presentar un i6 de m/z 153,

que corresponia a la molécula desprotonada [M — H]. L'experiment de Product ion scan

(PIS) d'aquest i6 va donar com a resultat I'ié m/z 109, que va correspondre a la pérdua del

grup carboxilic [M — H — COO]. El pic 3 va mostrar un i6 [M — H] de m/z 179 en |'espectre

de masses en Full scan, amb el fragment caracteristic de m/z 135 després de I'experiment

de PIS d‘aquest i6, que corresponia al patré de fragmentacié de l'acid cafeic (Sanchez-
Rabaneda et a/, 2003a; Sanchez-Rabaneda et a/, 2003b). El pic 7, només detectat en la

fraccié B, va mostrar un i6 [M — H] de m/z353, el qual, després de la fragmentaci6 per PIS,

va proporcionar un i6 fragment base de m/z 191, i un i6 fragment secundari prominent de

mfz 179. Aquest compost va ser identificat com a acid 3-C-cafeoilquinic (acid clorogenic)

d’acord amb Clifford et a/,, 2003. També varen identificar-se altres derivats de I'acid cafeic,

com l'acid rosmarinic (pic 19) i el seu derivat metiléster (pic 20). Aquests compostos, d'ions

[M - H] de m/z359 i 373 respectivament, son caracteristics de la familia Lamiaceae, i tenen

en comu el fragment ionic de /m/z 179, caracteristic dels derivats de I'acid cafeic (Parejo et

al, 2004a).
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3.1.3.2.- Glucosids d’acids hidroxicinamics

Els 7 glucosids d‘acids hidroxicinamics identificats van ser trobats a la fraccié B.
Experiments MS/MS de Neutral foss (NL) de 162 u van revelar l'existéncia d‘aquests
glucosids, i els PIS dels corresponents [M — H] van confirmar les seves identitats. Un NL de
162 u podria també indicar una pérdua de galactosa en lloc de glucosa, pero, fins al
moment, no s’han descrit galactosids d‘acids hidroxicinamics en la bibliografia, de manera
que el més probable és que es tracti de glucosids (Clifford et al, 2007). Aixi, els pics 2 i 5
van ser temptativament identificats com a glucosids de I'acid cumaric, ambdds amb un i6 [M
— H] de m/z325, i ions fragments de /2163 i 119; els pics 4 i 9 com a glucosids de I'acid
ferdlic, ambdds amb un i6 [M — H] de m/z 355, i ions fragments de /2163 i 149; i els pics
8 i 11 com a glucosids de l'acid cafeic, ambdds amb un i6 [M — H] de m/z 341, i ions

fragments de m/z 179 i 135. El patrdé de fragmentacié de tots aquests compostos es va

correspondre amb el descrit per Sanchez-Rabaneda et a/., 2004.

El fet que els primers compostos eluits en la columna tinguin un grup acid lliure,
sembla indicar que els primers derivats d‘acids hidroxicinamics eluits (2, 4 i 8) podrien tenir
el grup acid de la part cinamoil lliure, mentre que els compostos 5, 9 i 11 podrien tenir

aquest grup esterificat amb el sucre.

El pic 6 va mostrar un i6 [M — H] de m/z 357, i ions fragment de m/z 195, 177, i

151. La injeccié d'aquesta fraccid en mode NL de 162 u va confirmar que aquest compost es
tractava d'un glucosid, mentre que la fragmentacidé de la part acidica per PIS era
caracteristica de l'acid trihidroxicinamic (Fang et a/, 2002), donant lloc a la identificacid
temptativa d'aquest compost com acid trihidroxicinamic-O-glucosid, tal com es mostra en la
Figura 3.1. Tot i que no existeixen referéncies de la deteccid d'aquest compost per LC-MS,
s’ha trobat I'acid trihidroxicinamoilquinic en prunes (Fang et a/., 2002). La preséncia d’aquest
glucosid en el lavandi podria suggerir un mecanisme alternatiu en la sintesi de I'acid gal‘lic
per una B-oxidacio de l'acid trihidroxicinamic (Werner et al, 1997). A més, els derivats
hidroxicinamics trihidroxilats han demostrat una activitat citotoxica i antiproliferativa superior
als dihidroxilats com I'acid cafeic, aixi com una activitat captadora de radicals lliures més
elevada (Gomes et al, 2003). Aquests efectes s'incrementen per la preséncia d’'una
insaturacio en la cadena carbonada, que no és present a l'acid gal'lic (Fiuza et al, 2004).
Aixi doncs, amb la preséncia dels tres grups hidroxil i de la insaturacié en la cadena
carbonada, l'acid trihidroxicinamic compliria amb dues caracteristiques basiques per una

bona activitat citotoxica i captadora de radicals lliures.
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Figura 3.1.- Experiment de PIS de [M — H] de I’acid trihidroxicinamic-O-glucosid (357), amb els
fragments caracteristics obtinguts després de la fragmentaci6 (195, 177, 1 151), i la possible estructura del
compost

3.1.3.3.- Flavonoides

Tots els flavonoides van ser trobats en la fraccié C, excepte I'eriodictiol- O-hexosid
(pic 10), que ho va ser a la fraccié B. Els experiments de NL de 162 u van revelar la
preséncia d‘altres 5 hexosids de flavonoides, que van ser identificats com a isoquercitrina
(quercetina-3- O-glucosid) (pic 12), luteolina-C-hexosids (pics 13 i 16), crisoeriol-C-hexosid
(pic 14), i apigenina-O-hexosid (pic 15). D'altra banda, experiments de NL de 176 u van
revelar la preséncia de 4 glucuronids de flavonoide: el crisoeriol-G-glucuronid (pic 17), i tres
luteolina-O-glucuronids (pics 18, 21 i 23). A la fracci6 C també es va identificar una
aglicona, I'apigenina (pic 22). La identificacié dels flavonoides es va fer per comparacié amb
compostos estandard i amb dades bibliografiques (Parejo et al., 2004c; Sanchez-Rabaneda
et al, 2004). Els ions fragments van ser confirmats per experiments de PIS. El fet que els
enllagos entre el sucre i I'aglicona fossin C-O també es va confirmar pels experiments de PIS,
ja que no mostraven els fragments de 120 i 90 m/z caracteristics dels enllagos C-C
(Sanchez-Rabaneda et a/., 2003a).

107



RESULTATS I DISCUSSIO

Els espectres de masses de la luteolina i el kaempferol presenten el mateix i6 [M —

H] de mjz 285. L'experiment de PIS d’aquest i6 dona com a resultat els mateixos ions

producte per ambdues molécules, perd amb intensitats relatives diferents, ja que la luteolina

presenta un major grau de fragmentacio que el kaempferol a les mateixes intensitats de DP i

CE. Aleshores, els derivats de luteolina trobats en la fraccidé C van ser identificats mitjancant

la comparacié de les intensitats relatives dels fragments resultants del PIS amb les de

compostos estandard (Figura 3.2).
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Figura 3.2.- Cromatogrames i espectres de masses dels experiments de PIS de [M — H] de m/z 285 a un DP
de 60 i un CE de 40, dels compostos estandard de kaempferol (A) i de luteolina (B), i de la fraccid C (C). Es
pot comprovar la diferent intensitat de fragmentacié del kaempferol i la luteolina, i la correspondencia de la
fracciéo C amb la fragmentacié de la luteolina
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La presencia de derivats d'eriodictiol i I'abséncia de derivats de kaempferol sembla
indicar que, en aquesta planta, la quercetina s‘origina a partir de I'eriodictiol i la
dihidroquercetina, tal com es mostra en la Figura 3.3. Es interessant destacar, també, la
important presencia de flavones (apigenina, luteolina i crisoeriol) en el lavandi, especialment
de luteolina. Daltra banda, el fet que la majoria de flavonoides identificats (excepte
I'apigenina) requereixin l'enzim flavonoid-3-hidroxilasa (F3'H) per la seva sintesi, pot

suggerir que aquest enzim té una activitat elevada en aquesta planta.
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Figura 3.3.- Camins metabolics de les principals aglicones. Amb fletxes negres s’indiquen aquells proposats pel lavandi.
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3.1.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos identificats

Tal com s’ha exposat en la introduccid, I'activitat antioxidant es pot manifestar per

diferents mecanismes.

La fraccié C, la composicid de la qual es basa principalment en flavonoides, és la
més activa davant els assaigs antioxidants de DPPH i XO. En aquest Ultim assaig els
flavonoides poden actuar tant neutralitzant els radicals O, produits, com disminuint la seva
produccié a través de la inhibicid de la xantina-oxidasa. D'altra banda, no s’han trobat
flavonoides en la fraccié B, sind que tots els compostos son glucosids i altres derivats d’acids
hidroxicinamics, que actuen només com a captadors del radical O,” en l'assaig de la XO.
Aquesta fraccid, pero, ha demostrat ser la més activa en I'assaig de CL, el qual avalua la
capacitat dels compostos de neutralitzar el radical ‘OH, tot i que no és la més rica en
compostos fenolics, tal com mostren els resultats obtinguts de I'assaig de Folin-Ciocalteu.
Aquest fet podria suggerir que l'estructura dels glucosids i altres derivats dels acids
hidroxicinamics és més adient que la dels flavonoides per la neutralitzacié dels radicals 'OH,

els radicals lliures més perillosos.

El fet que tots els flavonoides trobats en el lavandi tinguin les posicions 3’ i 4’
substituides per grups hidroxil (excepte el crisoeriol, que té un metiléter en lloc d'un hidroxil
en la posicié 3") formant un grup catecol, indica que es tracta de flavonoides amb marcada
activitat antioxidant, ja que el grup catecol constitueix una caracteristica estructural

important pel desenvolupament d’'aquesta activitat.

3.1.5.- Quantificacio dels acids clorogeénic i rosmarinic

Els acids clorogénic i rosmarinic estan regularment presents en les espécies de la
familia Lamiaceae, essent I'acid rosmarinic el compost fenodlic dominant en aquesta familia
(Harborne & Williams, 2002; Shan et a/., 2005). Aixi, per la seva especial significanca, es va
procedir a la quantificacio d’aquests dos derivats de I'acid cafeic en el material de rebuig del
lavandi, ja que no s’han trobat, fins al moment, referéncies ni d'identificacié ni de

quantificacié d’aquests acids en aquest material.

L'acid clorogénic va resultar ser un dels principals compostos fenolics del material de
rebuig del lavandi, amb una concentracié de 215 + 6.8 mg / 100 g de pes sec. Comparant
aquest contingut amb el d'altres espécies de plantes (7au/a 3.3), pot observar-se que el
material de rebuig del lavandi és particularment ric en aquest compost, només superat per

Coffea pseudozanguebariae.
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Material vegetal mg /100 g DW Referéncia
Coffea pseudozanguebariae Bridson 780 Bertrand et al/., 2003
Material de rebuig del lavandi 215
Foeniculum vulgare L. 208 Parejo et al.,, 2004b
Prunus domestica L. 123 Nakatani et al., 2000
Cynara scolymus L. 15 Schiitz et al, 2004

Taula 3.3.- Contingut d’acid clorogenic de diferent material vegetal (DW, pes sec)

D’altra banda, tot i que I'acid rosmarinic és un dels principals compostos fenolics de
les especies de la familia Lamiaceae, la seva preséncia en el material de rebuig del lavandi
ha resultat ser comparativament baixa en relaci6 amb la d’altres espécies, amb una
concentracio de 124 + 11.2 mg / 100 g de pes sec (7aula 3.4).

Material vegetal mg /100 g DW Referéncia
Lepechinia graveolens Willd. 2800 Parejo et al, 2004a
Origanum vulgare L. 2562 Shan et al., 2005
Salvia officinalis L. 2186 Shan et al., 2005
Mentha canadensis L. 1908 Shan et al., 2005
Lavandula latifolia L. 700 Lamaison et al, 1990
Rosmarinus officinalis L. 550 Troncoso et al., 2005
Material de rebuig del lavandi 124

Taula 3.4.- Contingut d’acid rosmarinic de diferent material vegetal (DW, pes sec)

3.2.- Tabac

3.2.1.- Identificacié de compostos fenolics per LC-MS/MS

Quan es varen analitzar les mostres de tabac de teixit jove (TU), senescent (TD),
amb estrés hidric (TE) i control (TC) per LC-DAD, es van detectar, en totes les mostres, tres
compostos amb un espectre UV que coincidia amb el de l'acid clorogenic (acid 3-¢+
cafeoilquinic) estandard, fet que suggeria que els compostos fossin acids cafeoilquinics, un
d’ells el clorogenic i els altres dos, possibles isomers. Les posteriors analisis per LC-MS/MS
van confirmar que es tractava de derivats cafeoilquinics, i van permetre la determinacié de

la identitat de cada isomer. A més, es van identificar temptativament quatre acids
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hidroxicinamoilquinics més, set glucosids d‘acids hidroxicinamics, un glucosid de I'acid
salicilic, dos flavonoides i tres conjugats de putrescina amb acids hidroxicinamics (HCAA). Els
resultats de la identificacid, junt amb els tg i els trencaments obtinguts en els diferents

experiments es mostren a la 7au/a 3.5.

Experiments MS/MS

Product Precursor
tr [M-H]/ jon scan Fragments MNeutral loss Jjon scan
Pic Compost (min) Mode [M + HI* (m/2) (m/z (abundancia relativa, %)) scan (u) (m/2) DP(v) CE(v)
1 Acid 3-O-cafeoilquinic 22.99 - 353 353 119 (100), 173 (80), 179 (60), 191 -50 -20
(acid clorogenic) 191 (100)
2 Acid 5- O-cafeoilquinic 25.52 - 353 353 179 (<5), 191 (100), 353 (10) 191 -50 -20
acid neoclorogénic)
3 Acid 4- O-cafeoilquinic 29.60 - 353 353 173 (100), 179 (60), 191 (30), 191 -50 -20
(acid criptoclorogenic) 353 (30)
4 Acid 5-O-p-cumaroilquinic 30.09 - 337 337 173 (10), 191 (100), 337 (20) 191 -50 -20
5 Acid 4-O-p-cumaroilquinic 33.60 - 337 337 163 (20), 173 (95), 191 (100), 191 -50 -20
337 (30)
6 Acid 5-Oferuloilquinic 31.60 - 367 367 191 (100), 367 (20) 191 -50 -20
7 Acid 4-O-feruloilquinic 34.46 - 367 367 173 (100), 367 (20) 191 -50 -20
8 Acid cafeic-O-glucdsid 1 22.65 - 341 341 135 (100), 179 (80) 162 179 -60 -30
9 Acid cafeic-O-glucosid 2 24.84 - 341 341 135 (100), 179 (80) 162 179 -60 -30
10 Acid cumaric-O-glucosid 22.14 - 325 325 163 (100), 325 (20) 162 163 -50 -20
11 Acid ferulic- O-glucosid 25.13 - 355 355 193 (100), 355 (5) 162 193 -60 -30
12 Acid salicilic-O-glucdsid 21.56 - 299 299 93 (30), 137 (100), 299 (10) 162 -30 -30
13 Acid sinapic-O-glucosid 1 24.19 - 385 385 179 (<5), 223 (100) 162 -50 -20
14 Acid sinapic-O-glucosid 2 27.03 - 385 385 153 (100), 179 (20), 223 (60) 162 -50 -20
15 Acid trihidroxicinamic-O- 23.38 - 357 357 195 (100), 357 (10) 162 -50 -20
glucosid
16 Kaempferol-7-O- 36.72 - 593 593 151 (<5), 285 (100), 327 (<5), 308 285 -60 -40
neohesperidosid 593 (30)
285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100) -60 -40
17 Rutina 34.90 - 609 151 (10), 301 (100), 609 (80) 308 301 -60 -40
18 Cafeoilputrescina 12.00 + 251 251 89 (60), 163 (100), 234 (50), 20 20
251 (70)
19 Cumaroilputrescina 13.38 + 235 235 89 (30), 147 (100), 218 (40), 20 20
235 (50)
20 Feruloilputrescina 12.31/ + 265 265 89 (10), 177 (100), 248 (20), 20 20
16.45 265 (50)
Taxifolina (estandard 30.45 - 303 303 125 (30), 177 (30), 285 (100), -50 -20
intern) 303 (20)

Taula 3.5.- Compostos fenolics analitzats i identificats per LC-MS/MS en les mostres de tabac, amb el temps de
retencid (tg), el mode d’ionitzacid (positiu o negatiu), i els fragments caracteristics obtinguts en els diferents
exneriments MS/MS realitzats

3.2.1.1.- Acids hidroxicinamoilquinics

Els experiments de PIS i Prec van permetre la identificaci6 dels tres acids
cafeoilquinics i la diferenciacio entre els tres isomers. Aixi, els compostos van ser identificats
temptativament com a acid 3-O-cafeoilquinic (acid clorogénic) (compost 1), acid 5-O
cafeoilquinic  (acid neoclorogeénic) (compost 2), i acid 4-O-cafeoilquinic (acid
criptoclorogénic) (compost 3). Aquests acids presenten un i6 [M — H] de m/z 353. La
diferenciacié entre els tres isomers es va portar a terme segons la comparacié de la
intensitat relativa dels ions fragments resultants del PIS de I6 m/z 353 a la mateixa
intensitat de DP i CE, dacord amb Clifford et a/, 2003. Aixi, l'acid clorogenic va ser
identificat per la preséncia d'un pic base de m/z 191, corresponent a la molécula d'acid
quinic desprotonada, i un pic secundari de m/z 179, corresponent a la molécula d’acid cafeic

desprotonada; I'acid neoclorogénic només presentava un sol fragment de m/z 191; i l'acid
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criptoclorogénic un pic base caracteristic de m/z 173, corresponent a la péerdua d’un grup

hidroxil de I'acid quinic (Figura 3.4).
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Figura 3.4.- Experiment de PIS del [M - H] dels acids cafeoilquinics (m/z 353). Diferenciacio
dels 3 isomers per la diferent fragmentacio per CID.

Els acids cumaroilquinics van presentar un i6 [M — H] de m/z 337, i les seves
identitats van ser assignades de la mateixa manera. El compost que va presentar un pic
base de 191 mj/z resultant del PIS de I'i6 m/z 337, va ser identificat com a acid 5-C-p
cumaroilquinic (compost 4), mentre el compost amb un pic base de m/z 173 va
correspondre a l'acid 4-O-p-cumaroilquinic (compost 5). Les identitats dels acids
feruloilquinics també es van assignar per la diferent intensitat relativa dels fragments
resultants del PIS de I6 [M — H], que en el cas dels feruloilquinics va ser de m/z 367. El
compost amb un i6 fragment base de m/z 191 va ser identificat com a acid 5- O-feruloilquinic
(compost 6), mentre que el que mostrava un i6 base de /m/z 173 va correspondre a l'acid 4-
Oferuloilquinic (compost 7) (Clifford et al, 2003). L'abséncia de senyals en el PIS de m/z
515 ([M — H] de l'acid dicafeoilquinic) i en els Prec dels ions de m/z 353, 337 i 367, va

permetre descartar la preséncia d’acids dihidroxicinamoilquinics (Clifford et a/., 2005).
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3.2.1.2.- Glucosids d’acids benzoics i hidroxicinamics

Experiments de NL de 162 u van posar de manifest la preséncia de dos glucosids de
I'acid cafeic (compostos 8 i 9), un glucosid de I'acid cumaric (compost 10), un glucosid de
I'acid ferulic (compost 11), dos glucosids de I'acid sinapic (compostos 13 i 14), i un glucosid
de I'acid trihidroxicinamic (compost 15). Els corresponents experiments de PIS dels ions [M
— H] van confirmar les seves identitats. Aixi, els glucosids de I'acid cafeic van mostrar un i6
[M - H] de m/z341, i els fragments de /m/z 179 i 135 caracteristics del trencament d’aquest
acid; el glucosid de I'acid cumaric, amb un i6 [M — H] de m/z 325, mostrava els ions
fragments caracteristics de m/z163 i 119; el glucosid de I'acid ferdlic, amb un i6 [M — H] de
mfz 355, mostrava els fragments caracteristics de m/z 193, 178 i 149; i de la mateixa

manera, els glucosids de l'acid sinapic, amb un i6 [M — H] de m/z 385, mostraven els

fragments caracteristics de m/z 223 i 179. Els patrons de fragmentacié d’aquests compostos

es van correspondre amb els de la bibliografia (Sanchez-Rabaneda et al., 2004). El glucosid
de I'acid trihidroxicinamic també va ser temptativament identificat, mostrant un i6 [M — H]

de m/z357, i un ié fragment caracteristic en el seu PIS de m/z 195.

Els experiments de NL de 162 u també van revelar I'existéncia d’'un compost amb un
i0 [M — H] de m/z 299. El seu PIS va mostrar dos fragments de m/z 137 i 93. Aquest
compost va ser identificat com a glucosid de l'acid salicilic (compost 12) després de ser
comparat un compost estandard i amb dades bibliografiques (Sanchez-Rabaneda et al,
2004).

3.2.1.3.- Flavonoides

La injeccid dels extractes al sistema LC-ESI-MS/MS amb experiments de PIS, Prec, i
NL de 308 u van mostrar la presencia de dos flavonoides, el kaempferol-7-O-
neohesperidosid (compost 16), i la rutina (quercetina-3-G-rutinosid) (compost 17). La rutina

va mostrar un i6 [M — H] de m/z609, i Il caracteristic de la quercetina de m/z301 després

del seu PIS. El kaempferol-7- O-neohesperidosid, amb un i6 [M — H] de /2593, va mostrar
els ions fragments caracteristics de /m/z 327, 285 i 151 després del seu PIS. Els rutinosids i
neohesperidosids de flavonoide presenten la mateixa massa molecular per una mateixa
aglicona, i només es diferencien per la posicid del sucre com a substituent i en el tipus
d’enllag interglicosidic entre els dos monosacarids. Els experiments de PIS, pero, permeten
la diferenciacio entre un rutinosid i un neohesperidosid, ja que les intensitats relatives dels
diferents fragments resultants son diferents: els neohesperidosids resulten més fragmentats

que els rutinosids. Aixi, les identitats dels compostos 16 i 17 van ser confirmades per la
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seva coincidéncia amb compostos estandard i amb dades bibliografiques (Cuyckens et al,
2001; Sanchez-Rabaneda et a/., 2003a).

La presencia de rutina en el tabac ja s’havia descrit anteriorment (Li et a/, 2003),
pero fins ara, no shavien trobat referéncies de la preséncia de kaempferol-7-C

neohesperidosid al tabac.

3.2.1.4.- Amides d’acids hidroxicinamics (HCAA)

Les HCAA han estat tradicionalment detectades i identificades mitjancant técniques
de HPLC amb deteccid de fluorescéncia. Les mostres on s’havien detectat aquests
compostos procedien de les parts florals de plantes, com ara pol-len o pistils, on les HCAA hi
estaven en una concentracid molt alta. Aquests compostos, a més, es consideraven
marcadors filogenétics, ja que hi havia espécies en que hi eren absents. Aquest fet, pero, no
era realment cert, ja que les HCAA sén compostos presents en totes les plantes, i
necessaries pel seu correcte funcionament. La manca de deteccid era, doncs, conseqiiéncia
de la poca concentracid en que es trobaven a la planta i de la baixa sensibilitat de les
técniques utilitzades. La concentracid, pero, també depén de I'0rgan analitzat, de la fase de
desenvolupament, de l'edat, de la situacié ambiental, etc (Meurer et a/, 1988; Leubner-
Metzger & Amrhein, 1993; Panagabko et a/., 2000).

Posteriorment es va comengar a utilitzar la MS per a una identificaci6 més acurada.
Tot i aixi, la informacié proporcionada era només de la massa molecular del compost, i es
seguien analitzant mostres amb concentracions elevades de HCAA (Bokern et al, 1995;
Werner et al, 1995; Hedberg et al., 1996). Més endavant, la MS/MS comenca a definir els
trencaments d'aquestes molécules. Aixi, es van analitzar compostos estandard de
cumaroilespermidina, feruloilespermidina (sintetitzada per Aidroxicinamoil-transferases
extretes de calls de tabac), diferents derivats d’espermidina (extrets de pol-len de Quercus
dentata), i cumaroilputrescina (extreta de toxines d‘aranyes) (Negrel et al, 1991; Bigler &
Hesse, 1995; Hu et al, 1996; Nimtz et al, 1996). Finalment, es va posar en practica la
técnica de LC-MS/MS per l'analisi d’aquests compostos en mostres complexes, sense la
necessitat de passos previs de purificacio i concentracid. Aquesta estratégia va permetre la
deteccié d'aquests compostos en altres localitzacions i espéecies vegetals on les anteriors
técniques no havien tingut éxit degut a la baixa especificitat i/o sensibilitat. Aixi, s'ha
aconseguit detectar cafeoilputrescina i dicafeoilputrescina en plantes de tabac amb
deficiéncia de bor; cafeoilputrescina en plantes de tabac transgéniques amb invertases
derivades de llevats; diferuloilputrescina i p-cumaroilferuloilputrescina en extractes lipidics

de grans de blat de moro; i cumaroilputrescina, feruloilputrescina, cumaroilagmatina i
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feruloilagmatina en arrels de civada (Peipp et al, 1997; Baumert et al., 2001; Moreau et al.,
2001; Camacho-Cristdbal et al, 2004).

En el present treball es va optar per aquesta estratégia de LC-MS/MS per la

identificacié de HCAA, tant en el tabac com en I'"Arabidopsis thaliana.

Per la deteccid de les HCAA en les analisis de LC-MS/MS es va utilitzar el mode

positiu, degut a la facil protonacié dels grups amino en medi acid.

La cafeoilputrescina (compost 18) va identificar-se al tabac mitjancant experiments
de PIS de I'i6 corresponent a la molécula protonada [M + H]" (/m/z 251), mostrant els ions
fragments caracteristics de m/z 163 i 89 (Figura 3.5). Aquest patrd de trencament,
juntament amb el tz, van coincidir amb els del compost estandard, i amb les dades
bibliografiques (Chen et a/,, 2006).

Per tal d'identificar altres HCAA, es van injectar els extractes en mode MRM, el més
sensible en un instrument de triple quadrupol. Mitjangant experiments de MRM programats
de diferents combinacions d’acids hidroxicinamics amb poliamines, es van identificar
temptativament dos derivats més de putrescina, la cumaroilputrescina (compost 19), i la
feruloilputrescina (compost 20), que corresponien a les parelles d’ions de m/z 235/147 i
265/177 respectivament, essent el primer nombre Ii6 [M + H]® i el segon, li6 [M —
putrescina + H]*. Aquests trencaments, junt amb els tz;, es corresponien amb els de
compostos estandard, tot i que no es van poder confirmar per experiments de PIS degut a la
poca concentracid a la qual es trobaven a la mostra, ja que el mode PIS presenta una
sensibilitat inferior al MRM. No es varen detectar derivats d’espermidina i espermina, ja que
els resultats de MRM de parelles d‘ions corresponents als trencaments de diferents conjugats

d’acids hidroxicinamics amb espermidina o espermina van donar negatiu.
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/\/\/ NH,
HN Cafeoilputrescina

mfz251

OH
OH

*0
+/\/\/NH2
H3N

OH m/z89

mfz163 OH

Figura 3.5.- Fragmentacio per CID de la cafeoilputrescina

3.2.2.- Quantificacié dels derivats d’acids benzoics i hidroxicinamics, dels

flavonoides, i de les amides d’acids hidroxicinamics (HCAA)

Els derivats hidroxicinamoilquinics, els glucosids d‘acids benzoics i hidroxicinamics, i
els flavonoides van ser quantificats per normalitzacié interna, utilitzant taxifolina com a
estandard intern. Les unitats d‘area relativa resultants en les diferents mostres (TU, TD, TC,
i TE) es resumeixen a la 7aula 3.6. Per la seva important preséncia en el tabac, I'acid
neoclorogénic i la rutina van ser quantificats per HPLC-DAD utilitzant una corba de calibratge
amb compostos estandard. Els continguts resultants es corresponen amb els obtinguts de la
normalitzacié interna, i es resumeixen en la 7aula 3.7. Les HCAA identificades van ser
quantificades amb una corba de calibratge utilitzant compostos estandard i el mode de MRM
de LC-MS/MS, ja que aquest és el métode més sensible, i les concentracions d’aquests
compostos no eren prou elevades perque fossin detectades per HPLC-DAD. Els valors

obtinguts es resumeixen a la 7au/a 3.8.
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Compost TU TD TC TE
Derivats dacids benzoics i hidroxicinamics i flavonoides
1 Acid 3-O-cafeoilquinic 9.00 + 0.42 385.80 + 26.94 20.85 + 5.16 87.70 £ 10.24
(acid clorogénic)
2 Acid 5-O-cafeoilquinic 397.33 £ 41.49 9736.76 + 764.84 233.4 £ 92.94 434.33 £ 44.15
(acid neoclorogénic)
3 Acid 4-O-cafeoilquinic 110.83 £ 25.01 772.66 + 35.13 41.82 £ 9.10 136.33 £9.93
(acid criptoclorogénic)
4 Acid 5-O-p-cumaroilquinic 17.30 + 2.26 30.77 £3.43 1.19 £ 0.24 1.39 £ 0.16
5 Acid 4- 0-p-cumaroilquinic 21.70 £ 1.45 22.06 + 3.66 2.46 £ 0.45 3.41 £ 0.39
6 Acid 5-O-feruloilquinic 23.83 £ 2.14 80.50 + 4.19 5.38 + 0.87 9.38 + 0.68
7 Acid 4-O-feruloilquinic 9.09 £ 1.51 17.21 £ 1.83 2.35 £ 0.46 5.00 £ 0.47
8 Acid cafeic O-glucosid 1 10.31 £ 1.65 16.92 + 0.80 0.56 + 0.07 1.22 £ 0.35
9 Acid cafeic O-glucosid 2 3.50 £ 0.34 9.12 £2.26 0.51 £ 0.04 1.35+0.17
10 Acid cumaric O-glucosid 11.81 + 3.45 77.51 £17.51 0.75+ 0.13 1.23+0.14
11 Acid fertlic C-glucosid 8.69 + 0.56 97.49 + 11.99 4.17 £ 0.79 9.38 £ 0.95
12 Acid salicilic O-glucosid 0.06 + 0.01 12.35 + 2.65 - -
13 Acid sinapic O-glucosid 1 18.20 + 5.46 100.99 + 12.18 0.77 £ 0.11 3.84 £ 0.49
14 Acid sinapic O-glucosid 2 28.50 + 3.18 148.37 + 28.22 4.42 £ 0.57 14.55 + 0.42
15 Acid trihidroxicinamic ¢ 10.39 £ 0.76 10.43 + 1.39 0.22 + 0.04 0.50 + 0.09
glucosid
16 Kaempferol-7-O- 35.75 + 0.64 940.31 + 170.06 5.01 + 0.57 10.00 + 0.53
neohesperidosid
17 Rutina 33.23 £ 5.60 1744.44 + 394.65 1.40 £ 0.28 3.19 +£ 0.46

Taula 3.6.- Quantificacidé per normalitzacio interna dels diferents derivats d’acids benzoics i hidroxicinamics i
flavonoides (1-17). Valors expressats en unitats d‘area relativa respecte la taxifolina (Sppm) + SD. TU, mostra de
fulles de tabac joves; TD, mostra de fulles de tabac senescents; TC, mostra control de fulles de tabac; TE, mostra
de fulles de plantes de tabac sotmeses a estrés hidric

Compost TU TD TC TE
2 Acid 5-O-cafeoilquinic 200.20 + 20.13 223.54 + 11.38 70.44 + 10.81 190.32 + 20.32
(acid neoclorogénic)
17 Rutina 213.14 + 50.46 1134.62 + 140.31 93.64 + 20.31 263.24 + 20.51

Taula 3.7.- Quantificacid per corba de calibratge de I’acid neoclorogenic (2) i la rutina (17). Valors expressats en
ng/g FW = SD. FW, pes fresc.

Compost TU TD TC TE
Amides dacids hidroxicinamics (HCAA)
18 Cafeoilputrescina 2.75 £ 0.12 0.32 £ 0.02 0.25 £ 0.01 0.55 + 0.10
19 Cumaroilputrescina - - - -
20 Feruloilputrescina 0.13 £ 0.01 - - -

Taula 3.8.- Quantificacid per corba de calibratge de les HCAA (18-20). Valors expressats en ng/g FW + SD.
FW, pes fresc.
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Es pot observar com, a excepcid de les HCAA, hi ha una quantitat superior de
compostos fenolics en les fulles senescents (TD) que en les joves (TU). Aquest fet corrobora
I'acumulacié de compostos fenolics que es dona en la senescéncia descrita en la introduccid
del present treball (gpartat 1.1.4.1.1). El fet que aquests metabolits tinguin propietats
antioxidants podria indicar un intent de la planta de contrarestar I'acumulacié de ROS que es
ddéna paral‘lelament en la senescéncia. D'altra banda, els derivats d‘acids hidroxicinamics
conjugats amb poliamines tenen un comportament diferent, ja que, de la mateixa manera
que en la bibliografia es parla d'una disminucié de poliamines lliures durant la senescéncia
(Chen & Kao, 1991; Hurng & Kao, 1993), en el present treball s’ha observat que les HCAA
també disminueixen. Aquesta disminucié podria explicar-se pel fet que aquests compostos
son importants en la reproduccid activa de les plantes i en la generacié de teixit nou,

activitats que no es donen en els teixits senescents.

Contrariament al qué esta descrit en la bibliografia (Bate et a/, 1994; Howles et al.,
1996; Mayer et al, 2001), I'acid clorogénic no és el compost fenolic majoritari en el tabac,
sind que és el seu isomer, l'acid neoclorogeénic, ja que la seva quantitat supera en gran
mesura la dels altres derivats hidroxicinamoilquinics. Tot i aixi, I'acid clorogénic va mostrar
un increment superior al 40% en la seva concentracio en la comparacié del teixit jove amb
el senescent. Els acids cumaroilquinics i feruloilquinics van presentar molt poc increment en
el teixit senescent, igual que els glucosids d'acids benzoics i hidroxicinamics, amb |'excepcid
del glucosid de l'acid salicilic, el contingut del qual va incrementar enormement en les
mostres TD. Aquest fenomen podria ser degut al fet que l'acid salicilic juga un paper
important com a factor de senyalitzacio en el procés de la senescéncia (Buchanan-Wollaston
et al, 2005; Schenk et al, 2005; Miao & Zentgraf, 2007). Al seu torn, la rutina també

experimenta un important augment en les mostres TD.

Les mostres sotmeses a estrés hidric (TE) també van experimentar un increment en
tots els compostos fenolics, incloent les HCAA, en relacié amb les mostres control (TC).
Aquest increment podria ser degut a un intent de la planta per defensar-se de la gran
quantitat de ROS que es generen en l'estrés hidric, tal com s’ha suggerit en el cas de la
senescencia. D'altra banda, s'ha vist que el nivell de lignines, aixi com l'activitat d’enzims
responsables de la lignificacio, disminueix en plantes sotmeses a estrés hidric, ja que la
lignificacié en la zona d’elongaci6 foliar en abséncia de creixement podria comprometre la
posterior recuperacié del creixement després d'una rehidratacid (Vincent et a/, 2005).
Tenint en compte aquest fet, I'increment de compostos fenolics (precursors de les lignines
(a@partat 1.1.2.1)) observat en la situacié d'estrés hidric podria ser degut a aquesta

disminucid de la lignificacio.
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3.3.- Arabidopsis thaliana

3.3.1.- Identificacié de compostos fenolics per LC-MS/MS

En l'analisi per LC-MS/MS de les mostres d'Arabidopsis sotmeses a estrés hidric
(AE), amb sobreexpressié del gen ADC2 (ADC2) i control (AC) es van identificar diferents
compostos fenolics, que es resumeixen en la 7aula 3.9. En les diferents mostres
d’'Arabidopsis analitzades (AC, AE i ADC2), no va detectar-se cap diferéncia a nivell

qualitatiu, ja que es van identificar els mateixos compostos en els tres tipus de mostres.

Experiments MS/MS

Product Precursor
tr [M-H]/ fon scan Fragments Neutral loss fon scan
i Compost (min) Mode [M + H]* (m/2) (m/ z (abundancia relativa, %)) scan (u) (m/2) DP(v) CE(v)
1 Sinapoilmalat 19.38 - 339 339 165 (20), 223 (100), 339 (<5) -60 -30
2 Acid salicilic- O-glucdsid 21.51 - 299 299 93 (30), 137 (100), 299 (10) 162 -30 -30
3 Acid sinapic-O-glucosid 22.03 - 385 385 179 (<5), 223 (100) 162 -50 -20
4 Kaempferol-O-hexosid- 22.31 - 739 739 285 (20), 430 (40), 593 (100), 146, 162 285 -60 -40
diramnosid 739 (20)
285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100) -60 -40
Kaempferol-O-diramnosid 26.37 - 577 577 285 (30), 431 (80), 577 (100) 146 285 -60 -30
285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100) -60 -40
Cafeoilespermidina 9.37 + 308 308 146 (30), 163 (100), 291 (20), 146, 163 20 10
308 (<5)
Cumaroilespermidina 9.80 + 292 292 146 (50), 147 (100), 275 (<5), 146
292 (70)

Taula 3.9.- Compostos fenolics identificats per LC-MS/MS en les mostres d’Arabidopsis, amb el temps de
retencio (tr), el mode d’ionitzacid (positiu o negatiu), i els fragments caracteristics obtinguts en els diferents
exneriments MS/MS realitzats

En mode negatiu, l'espectre de masses va mostrar un i6 de m/z 339, que podia
correspondre al compost sinapoilmalat. L'experiment de PIS de 339 va mostrar el fragment
de m/z 223, caracteristic de la fragmentacié d'aquest compost. Per tant, el compost 1 va ser

temptativament identificat com a sinapoilmalat.

Experiments de NL de 162 u van revelar la preséncia d'un glucosid d'acid salicilic

(compost 2) i un glucosid d'acid sinapic (compost 3). Aquests compostos van presentar uns
ions [M — H] de m/z299 i 385 respectivament. Els posteriors experiments de PIS d’aquests
ions [M — H] van confirmar les seves identitats. El glucosid de I'acid salicilic va mostrar un
fragment de /m/z 137, caracteristic de I'0 [M — H] de I'acid salicilic, i I'ié 1/ 293, caracteristic

de la fragmentacié d'aquest acid, per la pérdua del grup acid. El glucosid de I'acid sinapic va

ser identificat per la fragmentacié caracteristica d’aquest compost en I'experiment de PIS del

seu i6 [M — H] de m/z385, el qual va donar lloc als fragments de m/z223 i 179.
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Experiments de NL de 162 i 146 u van revelar la presencia de dos derivats glicosilats
de kaempferol (compostos 4 i 5). Ambdds van donar positiu en el NL de 146 u
(corresponent a la pérdua d’'una ramnosa), perd només el compost 4 va donar positiu al NL

de 162 u (corresponent a la pérdua d’'una glucosa o una galactosa). Posteriors experiments
de PIS dels ions [M — H] corresponents, i de Prec de I'i6 m/z 285 van confirmar les seves
identitats. Aixi, el compost 4 va ser identificat temptativament com a kaempferol- O-hexosid-

diramnosid, ja que mostrava un i6 [M — H] de m/z 739, i una pérdua de dues ramnoses i

una hexosa; i el compost 5 com a kaempferol-O-diramnosid, ja que mostrava un i6 [M — H]

de 577 m/z, i només la pérdua de dues ramnoses (Figura 3.6). Les dades obtingudes per LC-
MS/MS no permeten assignar la posicié de I'enllag dels sucres, pero segons la bibliografia,
els compostos podrien ser kaempferol-3-C-ramnosilglucosid-7-O-ramnosid (compost 4), i
kaempferol-3,7- O-diramnosid (compost 5) (Stobiecki et a/., 2006).
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Figura 3.6.- Experiment de PIS de I’i6 [M - H]" de m/z 577 (compost 5). Els fragments resultants
(4311 285) corresponen a la pérdua de dues ramnoses.

En mode positiu, I'espectre de masses va mostrar la preséncia d'un compost de
forca intensitat a un tzx de 9.37, i amb un i6 [M + H]* de m/z 308 (compost 6). Els
experiments de PIS d'aquest i® van mostrar uns fragments de m/z 291, 163, i 146,

caracteristics del compost cafeoilespermidina. El patrd de fragmentacio es va comparar amb
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el del compost estandard de feruloilespermidina. Aixi, la identitat del compost 6 es va
assignar temptativament com a cafeoilespermidina. Les mostres van presentar un altre
derivat d’espermidina (compost 7), amb un i6 [M + H]" de m/z 292, la identitat del qual
(cumaroilespermidina) també va ser confirmada per experiments de PIS de I'i6 [M + H]" i
Prec. Els trencaments corresponents a aquests compostos es mostren a la Figura 3.7a i
3.7b. Segons la recerca bibliografica portada a terme, aquests compostos no s’havien

identificat anteriorment en I'Arabidopsis thaliana.

/\/\ /\/\/NHZ
HN N
H
0 Cafeoilespermidina
mjfz308
OH
OH
Jb% /\/\H
HN +D
-
OH
mfz163 mfz291
OH
OH
OH
L NN /\/\/NHZ
H3N N
H
mjz 146

Figura 3.7a.- Fragmentaci6 per CID de la cafeoilespermidina en mode positiu (Hu et al., 1996)
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Figura 3.7b.- Fragmentacio per CID de la cumaroilespermidina en mode positiu (Hu ef al., 1996)

Tal com es va fer en el cas del tabac per comprovar la preséncia de derivats d'acids
hidroxicinamics amb espermidina i espermina que no eren detectables per Full scan del LC-
MS/MS, en I'Arabidopsis es varen programar diferents experiments MRM dels trencaments
corresponents a diferents acids hidroxicinamics conjugats amb putrescina i espermina, i
altres acids hidroxicinamics, diferents del cafeic i el cumaric, en combinacid amb
I'espermidina. El resultat va ser que no es van detectar HCAA derivades ni de putrescina ni
d’espermina, apareixent només els derivats d'espermidina identificats préviament

(cafeoilespermidina i cumaroilespermidina).
Aixi doncs, segons les dades del present treball, sembla que, mentre que el tabac

presenta HCAA de putrescina, I'Arabidopsis en presenta d'espermidina, i principalment

cafeoilespermidina.
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3.4.- Crinum humile

3.4.1.- Identificacié dels compostos aillats CHU1 i CHU2 per técniques de NMR i
CD

3.4.1.1.- 7-Hidroxi-3',4’-metilendioxiflava (CHU1)

El compost CHU1 va ser identificat com a 7-hidroxi-3’,4-metilendioxiflava (Figura

3.8) mitjancant de técniques espectroscopiques de NMR, IR i CD.

Les dades espectroscopiques de NMR monodimensionals van suggerir que es podia
tractar d'un flava, per la preséncia d’un anell aromatic en la posicid 2, i 'abséncia d’'una
insaturacio entre els carbonis 2 i 3. Les dades obtingudes dels experiments de NMR
bidimensionals van permetre I'assignacié completa de les dades espectrals de H i °C, i es
van comparar amb les proposades anteriorment per Ghosal et al. 1985b per aquest
compost. Les dades obtingudes dels experiments de NMR es mostren a la 7aula 3.10,

mentre que els espectres es recullen en I'annex (A1-46).

Les dades obtingudes de les tecniques de CI-GC-MS i IR van permetre la confirmacié

de l'estructura de la molécula (espectres A7i A8 de I'annex respectivament).

L'espectre obtingut per la técnica CD va mostrar un minim al voltant de 300 nm, tal
com mostra la Figura 3.9. Segons les dades bibliografiques, en una estructura de tipus flava,
aquest minim correspon a la configuracié absoluta 2.5, mentre que un maxim en aquesta

zona hagués indicat la configuracié 2R (Slade et a/., 2005).

Figura 3.8.- Estructura de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU1)
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Posici6  Hd(Jen Hz) cosY HSQC HMBC
2 4.94 dd (2.5; 10.2) H-3a 780 d -
3a 2.02 dddd (5.2; 10.2; 11.2; 13.5)  H-2, H-3b, H-4a 247 ¢t -
3b 2.14 dddd (2.5; 3.4; 5.6; 13.5) H-3a, H-4b 247 ¢ -
4a 2.72 ddd (3.4; 5.2; 16.0) H-3a, H-4b 303 ¢ C-2; C-9; C-10
4b 2.89 ddd (5.6; 11.2; 16.0) H-3b, H-4a 303 ¢ C-9; C-10
5 6.93 d(8.0) H-6 108.4 d c9
6.39 dd (2.4; 8.0) H-5 1082 d C-10
- - 1550 s (C-7)
8 6.38 d(2.4) - 103.7 d c9
- - 156.0 s (C-9)
- - 1144 s (C-10)
- - 1358 s (C-1)
2 6.91 d(1.6) H-6’ 106.9 d C-2; C-4
- - 1480 s (C-3)
- - 147.4 s (C-4)
5’ 6.80 ¢ (8.0) H-6’ 1304 d C-2; C-1; C-3
6’ 6.86 dd (1.6; 8.0) H-2/, H-5' 119.8 d C-2; C-2; C-4
OCH,0 596 s - 1013 ¢ C-3; C-4

Taula 3.10.- Dades dels espectres de 'H (H) amb el desplagament quimic (8) en ppm, la multiplicitat, i les constants
d’acoblament (J); de ">C (HSQC); i les correlacions COSY i HMBC de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU1)

CD[mdeg]

|
-7
250 260 280 300 320 340 350
Wavelength [nm]

Figura 3.9.- Espectres de CD de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU1) (en verd) i 3-hidroxi-7-metoxi-
3’,4’-metilendioxiflava (CHU2) (en blau)
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Segons la recerca bibliografica portada a terme, el compost 7-hidroxi-3',4"-
metilendioxiflava, fins ara, només havia estat aillat de 'espécie Zephyranthes flava Roem. &
Schult. (Amaryllidaceae), espécie utilitzada tradicionalment pel tractament de la diabetis i
algunes infeccions virals (Ghosal et al, 1985b; Li et al, 2001), i de Knema laurina Warb

(Myristicaceae) (Gonzalez et al.,, 1996).

3.4.1.2.- 3-Hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)

El compost CHU2 va ser identificat com a 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4"-metilendioxiflava,
en base a les dades espectroscopiques de NMR, confirmades per técniques de GC-MS per CI,
i IR. La configuracio absoluta del flava (2R i 35) va ser determinada per CD, per comparacio
amb les dades bibliografiques (Slade et al.,, 2005).

L'estructura de la molécula es mostra en la Figura 3.10, i 'espectre de CD en la
Figura 3.9. L'assignacié de l'estructura per les dades de NMR es mostren a la 7au/a 3.11. En
I'annex es recullen els espectres de NMR (A9-A14), CI-GC-MS (A15), i IR (A16).

Figura 3.10.- Estructura de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)

A diferéncia del compost anterior, aquesta estructura presenta un grup hidroxil en la
posicid 3, de manera que el prot6 de la posicié 2 només acobla amb un proté de la posicid

3. Aquest compost també presenta un grup metoxil que fa que aparegui un singlet a 3.78

ppm.
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Posici6 H&(Jin Hz) cosy HSQC HMBC
2 499 s H-3 788 d c2'
3 4.24 brt(3.5) H-2, H-4a, H-4b 671 d -
4a 2.90 dd (3.5; 16.4) H-3, H-4b 331 ¢ C-2; C-3; C-5; C-9; C-10
4b 3.19 dd (3.5; 16.4) H-3, H-4a 331 ¢ C-9; C-10
7.01 brd(8.4) H-6 1311 d C-4; C-7; C-9
6.54 dd (2.8; 8.4) H-5, H-8 1088 d c-10
- - 159.6 s (C-7)
8 6.53 brs(2.8) H-6 101.7 d C-6; C-7; C-9; C-10
- - 1549 s (C-9)
- - 110.7 s (C-10)
- - 1323 s (C-1)
2 7.04 d(1.6) H-6' 1073 d C-2; C-4; C-6'
- - 1482 s (C-3)
- - 147.7 s (C-4)
5’ 6.86 d(8.0) H-6' 1086 d C-1; C-3
6’ 9.96 dd (1.6; 8.0) H-2/, H-5' 1199 d C-2; C-2; C-4'
OCH,0 5985 - 101.4 ¢ C-3; C-4'
OCH; 378 s - 556 ¢ c-7

Taula 3.11.- Dades dels espectres de 'H (H) amb el desplagament quimic (J) en ppm, la multiplicitat, i les constants
d’acoblament (J); de *C (HSQC); i les correlacions COSY i HMBC de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava

(CHU2)

Fins ara, aquest compost només havia estat aillat i identificat en I'espéecie
Hippeastrum ananuca Phil. (Amaryllidaceae) mitjancant de dades cristal*lografiques (Kimura
et al, 1979), perd segons la recerca bibliografica realitzada, el present treball de tesi

representaria la primera aportacio de les dades de NMR, CD, IR i MS d'aquest compost.

3.4.2.- Preséncia de flavans en el génere Crinum

Crinum, Zephyranthes i Hijppeastrum constitueixen els Unics géneres de la familia
Amaryllidaceae en que s’han identificat flavans (Ghosal et a/, 1985b; Kimura et a/, 1979).
Concretament, el  7-hidroxi-3',4-metilendioxiflava i el  3-hidroxi-7-metoxi-3',4"-
metilendioxiflava s'identifiquen per primera vegada en el génere Crinum en el present
treball. En la 7aula 3.12 es mostra un recull bibliografic dels flavans identificats fins al

moment en l'esmentat génere.
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Flava Espécie Referéncia
2(5),3',4’-Dihidroxi-7-metoxiflava C. bulbispermum  (Ramadan et al., 2000)
(-)4"-Hidroxi-7-metoxi-8-metilflava C. augustum (El-Hafiz & Ramadan, 1990)
4'-Hidroxi-7-metoxiflava C. americanum (Ali et al., 1988)

C. augustum (El Hafiz et al., 1991)

C. bulbispermum  (El Hafiz et al., 1991)

C. moorei (Kamel, 1996)

C. asiaticum (Min et al., 2001)
4’-Hidroxi-7-metoxiflava-3-ol C. bulbispermum  (Ramadan et al., 2000)

4’-Hidroxi-7-metoxi-5"-metilflava-3-ol C. americanum (Ali et al., 1988)

Taula 3.12.- Flavans identificats en diferents espécies del génere Crinum (Tram et al., 2002).

3.5.- Pancratium canariense

3.5.1.- Identificacio d’alcaloides de les Amaryllidaceae per GC-MS

En les fraccions resultants de la cromatografia de liquids al buit que contenien
alcaloides dels extractes EAAL i EAA2 de Pancratium canariense (apartat 2.3.1), es varen
identificar un total de 25 alcaloides, cap dels quals, excepte la pancracina (Pérez de Paz &
Hernandez Padrdn, 1999), havien estat identificats anteriorment en aquesta espécie. Els
alcaloides van ser identificats per comparacié dels seus espectres de masses amb els
d’estandards préviament aillats en altres espécies de la familia Amaryllidaceae i identificats
per NMR (compostos 1, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 13, 18, 21, 22, 23 i 24), amb dades
bibliografiques (Ali et al., 1986) (compost 2) i amb la base de dades NIST 05 (compostos 7,
9,10, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20 25).

Els alcaloides identificats, juntament amb els seus fragments caracteristics i la seva

intensitat relativa es mostren en la 7au/a 3.13.
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tr Fragments caracteristics
Alcaloide (min) RI M* (m/ z (intensitat relativa, %))
1 Hordenina ® 7.653 1469 165 58 (100)
2 Trisferidina ° 19.048 2282 223 224 (15), 223 (100), 222 (40), 167 (8), 165 (9), 164 (14), 138 (20), 137
(9), 128 (10), 113 (16), 111 (13)
3 Galantamina ® 20.980 2406 287 286 (100), 270(15), 256(2), 244(30), 230(15), 216(39), 174(37), 128(9),
115 (15)
4 N-Demetilgalantamina ? 21.580 2443 273 274 (17), 173 (95), 272 (100), 242 (8), 230 (34), 228 (8), 202 (27), 201
(10), 181 (9), 174 (13), 128 (10), 115 (14)
5 Vitatina/Crinina ? 21.998 2472 271 271 (100), 270 (15), 254 (14), 242 (9), 228 (25), 224 (10), 216 (11), 215
(10), 214 (18), 212 (11), 211 (11), 201 (18), 200 (28), 199 (95), 198 (13),
188 (19), 187 (85), 185 (18), 174 (13), 173 (28), 172 (21), 169 (10), 160
(18), 159 (10), 141 (13), 139 (12), 129 (26), 128 (32), 127 (18), 115 (33),
77 (14), 57 (15)
6 Narwedina ? 22.173 2478 285 286 (14), 285 (83), 284 (100), 242 (19), 228 (10), 199 (18), 174 (30), 128
(13), 115 (13)
7 Anhidrolicorina ¢ 22.450 2501 251 251 (43), 250 (100), 192 (12), 191 (11)
8 8-0-Demetilmaritidina/ 22.540 2510 273 274 (19), 273 (100), 272 (21), 256 (22), 254 (13), 244 (16), 230 (20), 228
Macowina 2 (11), 226 (16), 216 (13), 211 (20), 203 (15), 202 (27), 201 (83), 190 (11),
189 (42), 188 (11), 175 (20), 174 (23), 173 (12), 157 (12), 147 (11), 131
(13), 129 (14), 128 (23), 117 (11), 116 (10), 115 (24), 91 (11), 57 (19),
56 (12)
9 Caranina ¢ 22.790 2523 271 272 (10), 271 (56), 270 (33), 253 (10), 252 (45), 250 (11), 227 (44), 226
(100), 135 (9)
10 Acetilcaranina © 22.850 2526 313 314 (10), 313 (55), 254 (13), 253 (19), 252 (91), 250 (13), 227 (38), 226
(100)
11 Habrantina ® 23.127 2548 303 303 (16), 302 (10), 231 (20), 230 (100), 213 (26), 187 (10), 174 (17), 152
(12), 141 (11), 128 (14), 115 (22), 77 (10)
12 Dihidrocaranina ¢ 23.417 2562 273 273 (43), 272 (100), 254 (9), 176 (11), 175 (13), 147 (9)
13 Assoanina ? 23.666 2580 267 268 (8), 267 (50), 266 (100), 250 (22), 222 (12), 180 (12)
14 Norpluviina © 23.870 2596 273 274 (11), 273 (68), 272 (41), 255 (10), 254 (45), 240 (9), 229 (45), 228
(100), 214 (13), 186 (10), 77 (12)
15  Hipamina 24.020 2675 301 301 (16), 300 (11), 268 (10), 252 (12), 250 (21), 228 (12), 227 (82), 226
(licorina 2-O-metiléter) © (100), 147 (18), 125 (16), 119 (12), 110 (10)
16 Pancracina © 25.301 2718 287 288 (18), 287 (100), 286 (23), 243 (20), 223 (22), 214 (15), 199 (22), 185
(30), 128 (11), 115 (13)
17 Galantina © 25.548 2720 317 317 (20), 316 (15), 298 (9), 284 (11), 268 (16), 244 (14), 243 (89), 242
(100), 162 (10)
18 Hamaina/ 25.511 2699 287 259 (16), 258 (100), 211 (12), 187 (9), 186 (17), 181 (11), 153 (10), 129
11-Hidroxivitatina ® (12), 128 (19), 115 (17)
19 Licorina ? 26.046 2746 287 287 (31), 286 (19), 268 (24), 250 (15), 228 (14), 227 (79), 226 (100), 147
(15), 119 (12), 91 (14), 82 (10), 77 (11), 65 (15)
20 Dihidrolicorina € 25.911 2747 289 289 (37), 288 (100)
21 Incartina ? 26.283 2761 333 334 (13), 333 (58), 332 (100), 296 (10), 260 (15), 259 (80), 258 (81), 244
(12)
22 M-Formilnorgalantamina ®  26.983 2816 301 230(130), 226(11), 225(26), 223(11), 213(11), 212(12), 211(29), 200(11),
199(10), 197(12), 195(13), 193(12), 187(12), 185(11), 181(14), 169(10),
165 (13), 153(10), 152(10), 141(12), 128(17), 115(26)
23 Pseudolicorina ® 27.231 2830 289 289 (22), 288 (16), 252 (12), 230 (11), 229 (69), 228 (100), 214 (10), 147
(17), 111 (18)
24 Hipeastrina ? 28.185 2917 315 126 (8), 125 (100), 124 (9)
25 Narcissidina © 28.490 3420 333 333 (10), 332 (23), 316 (13), 315 (48), 314 (12), 284 (100), 266 (39), 259

(10), 258 ( 45), 242 (16), 241 (11), 231 (9), 230 (58), 229 (12), 228 (50),
214 (11), 189 (12), 162 (18), 151 (20), 147 (11), 91 (13), 80 (12), 77
(14), 53 (10)

Taula 3.13.- Alcaloides de les Amaryllidaceae identificats en Pancratium canariense amb el temps de retencio (tg),
I’index de retenci6 (RI), Ii6 molecular M" i els fragments caracteristics amb la intensitat relativa.

 identificacio per comparacio de ’espectre de masses amb el d’estandards aillats

® identificacié per comparaci6 de ’espectre de masses amb dades bibliografiques (Ali ef al., 1986)

¢ identificacio per comparacio de ’espectre de masses amb la base de dades NIST 05
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La técnica de GC-MS no permet la diferenciacié entre dos estereoisomers, ja que
presenten la mateixa massa molecular i el mateix patré de fraccionament per EI. Aquest és
el cas dels compostos 5, 8, i 18 (Figura 3.11). Per poder determinar de quin estereoisomer
es tracta (vitatina o crinina, 8-O-demetilmaritidina o macowina, i hamaina o 11-
hidroxivitatina) cal la técnica de CD, perd per portar a terme aquestes analisis
satisfactoriament és necessari que els compostos siguin aillats i purificats, fet que no va ser
possible degut a la baixa concentracid en que es troben aquests compostos en |'espécie

Pancratium canariense.

Compost 5
_.OH

vitatina crinina
Compost 8
H3CO
HO
8-O-demetilmaritidina macowina
Compost 18

hamaina 11-hidroxivitatina

Figura 3.11.- Estereoisomers que poden presentar el mateix trencament per EI
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Es va fer una recerca bibliografica sobre els alcaloides identificats en altres espécies

del geénere Pancratium. La relaci6 d'alcaloides junt amb la referéncia bibliografica

corresponent es mostren en la 7aula 3.14.

Alcaloide

Espécie

Referéncia

Acetillicoramina
Bufanisina
Crina-3-ona

Crinina

N-Demetilgalantamina
9-0-Demetilhomolicorina
(-)-M-Demetillicoramina
Demetilmaritidina
(8-demetilmaritidina)
6a-Deoxitazetina
a-Dihidrocaranina
Dihidrolicorina
3-11-Dihidroxi-1,2-dehidrocrina
6-11-Dihidroxi-3-metoxi-1,2-dehidrocrina
O, A-Dimetilnorbelladina
M-Formilnorgalantamina

Galantamina

4- O-B-D-Glucopiranosilnarciclasina
Gracilina
Habrantina

Hemantamina

Hemantidina

6-hidroxibufanisina

(-)-8-Hidroxi-9-metoxicrinina

P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum

P. maritimum

P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. sickenbergeri
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. illyricum
P. arabicum
P. tortuosum
P. trianthum

P. maritimum

P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum

P. maritimum

P. sickenbergeri
P. arabicum

P. tortuosum

P. trianthum

P. maritimum

P. sickenbergeri
P. sickenbergeri

P. maritimum

(Youssef, 1999)

(Sener et al., 1994; Berkov et al., 2004)
(Berkov et al., 2004)

(Sener et al., 1994; Youssef, 1999; Berkov
et al., 2004)

(Berkov et al., 2004)

(Vazquez Tato et al., 1998)

(Youssef, 1999)

(Berkov et al., 2004)

(Abou-Donia et al., 2002)

(Berkov et al., 2004)

(Berkov et al., 2004)

(Sandberg & Michel, 1968)

(Sener et al., 1994)

(Sener et al., 1994)

(Vazquez Tato et al., 1998)

(Berkov et al., 2004)

(Boit & Ehmke, 1957)

(Ahmed et al., 1964)

(Ahmed et al., 1964)

(Dabire & Muravjova, 1983)

(Vazquez Tato et al, 1998; Berkov et al.,
2004)

(Abou-Donia et al., 1991)

(Berkov et al., 2004)

(Vazquez Tato et al., 1998)

(Sandberg & Michel, 1968; Sener et al.,
1994; Vazquez Tato et al., 1998; Berkov et
al, 2004)

(Abou-Donia et al., 2002)

(Ahmed et al., 1964)

(Ahmed et al., 1964)

(Dabire & Muravjova, 1983)

(Vazquez Tato et al., 1998)
(Abou-Donia et al., 2002)

(Abou-Donia et al., 2002)

(Sener et al., 1994)
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Hipadina

Hipeastrina

Homolicorina
8-Hidroxi-9-metoxicrinina

11-Hidroxivitatina

Licoramina

Licorenina

Licorina

Licorina-1- 0-B-D-glucosid
Maritidina
6-O-Metilhemantidina
Neronine

Norgalantamina
Norneronine

Norpluviina

Pancracina
Pancratistatina
Pancritamina

Pretazetina

Pseudolicorina

Pseudolicorina-1-0-B-D-glucosid

Sickernbergina

Tazetina

P. maritimum
P. trianthum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum

P. maritimum

P. sickenbergeri

P. maritimum
P. arabicum

P. maritimum

P. sickenbergeri

P. arabicum
P. tortuosum
P. triflorum
P. longiflorum
P. trianthum
P. biflorum

P. maritimum

P. biflorum
P. maritimum
P. maritimum

P. longiflorum

P. sickenbergeri

P. longiflorum
P. maritimum

P. maritimum

P. sickenbergeri

P. littorale

P. maritimum
P. maritimum
P. biflorum
P. biflorum
P. maritimum
P. biflorum
P. arabicum
P. tortuosum
P. maritimum
P. arabicum
P. tortuosum

P. trianthum

(Hoshino, 1998)

(Dabire & Muravjova, 1983)
(Vazquez Tato et al., 1998)
(Hoshino, 1998)

(Hoshino, 1998)

(Vazquez Tato et al., 1998)
(Abou-Donia et al., 2002)
(Youssef & Frahm, 1998)
(Ahmed et al., 1964)
(Hoshino, 1998)

(Sharaf et al, 1960; Abou-Donia et al.,
2002)

(Ahmed et al., 1964)
(Ahmed et al., 1964)

(Rao & Devi, 1965)
(Rangaswami & Rao, 1966)
(Dabire & Muravjova, 1983)
(Ghosal et al, 1984)
(Vazquez Tato et al., 1998; Berkov et al.,
2004)

(Ghosal et al., 1984)
(Youssef & Frahm, 1998)
(Vazquez Tato et al., 1998)
(Rangaswami & Rao, 1966)
(Abou-Donia et al., 2002)
(Rangaswami & Rao, 1966)
(Sandberg & Michel, 1968)
(Hoshino, 1998; Berkov et al., 2004)
(Abou-Donia et al., 2002)
(Pettit et al,, 1984)
(Youssef, 2003)

(Youssef, 1999)

(Ghosal et al,, 1984)
(Ghosal et al,, 1984)
(Hoshino, 1998)

(Ghosal et al, 1984)
(Ahmed et al., 1964)
(Ahmed et al., 1964)
(Hoshino, 1998)

(Ahmed et al., 1964)
(Ahmed et al., 1964)
(Dabire & Muravjova, 1983)
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Trisferidina

Ungeremina
Ungiminorina
Ungiminorina-/A-oxid
Vitatina

Zefbetaina

P. biflorum

P. maritimum
P. trianthum

P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. maritimum
P. tortuosum

P. maritimum
P. sickenbergeri

P. maritimum

(Ghosal et al., 1984)
(Berkov et al., 2004)
(Dabire & Muravjova, 1983)
(Hoshino, 1998; Berkov et al., 2004)
(Hoshino, 1998)

(Vazquez Tato et al., 1998)
(Vazquez Tato et al., 1998)
(Ahmed et al., 1964)
(Vazquez Tato et al., 1998)
(Abou-Donia et al., 2002)
(Hoshino, 1998)

Taula 3.14.- Alcaloides de les Amaryllidaceae identificats en diferents especies del génere Pancratium

Després de contrastar els resultats de la recerca amb els alcaloides identificats en

I'especie P. canariense, es va determinar que dels 25 alcaloides identificats, 10 eren inedits

en el génere Pancratium. Aquests 10 son l'acetilcaranina, I'anhidrolicorina, I'assoanina, la

caranina, la galantina, I'hipamina, I'hordenina, I'incartina, la narcissiding, i la narwedina.
I I 1 I I I
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CONCLUSIONS

Si bé en cada seccié d'aquesta memoria ja s’han exposat les conclusions extretes
dels diferents treballs desenvolupats, a continuacid s'exposen les més rellevants de cadascun

d’ells:

> L'estudi dels compostos fenolics del material de rebuig del lavandi ha
permés determinar la seva composicid fenolica i la seva correlaci6 amb
I'activitat antioxidant, de manera que aquest material podria constituir una
nova font d’'obtencié de compostos antioxidants d’origen vegetal, i de facil
accés, fet que implicaria, a més, el reciclatge d’'aquest material després de la

destil-lacio dels olis essencials.

> L'important paper dels compostos fendlics en els processos de senescéncia i
estrés hidric es fa palés en plantes de tabac, en que, particularment els
derivats d‘acids benzoics i hidroxicinamics, i flavonoides, augmenten
considerablement en els teixits senescents, perd no els conjugats d’acids
hidroxicinamics amb poliamines, que disminueixen. Tots els compostos
fenolics, perd, augmenten en plantes sotmeses a estres hidric respecte les

plantes control.

> Les amides d'acids hidroxicinamics principals en les plantes de tabac son
derivades de putrescina (cafeoilputrescina, cumaroilputrescina i
feruloilputrescina), mentre que les d'Arabidopsis thaliana son derivades

d’espermidina (cafeoilespermidina i cumaroilespermidina).

> L'estructura de dos flavans (7-hidroxi-3’,4"-metilendioxiflava i 3-hidroxi-7-
metoxi-3’,4"-metilendioxiflava) extrets de |'especie Crinum humile ha estat
determinada. Ambdods compostos s’han identificat per primera vegada en el
genere Crinum, i s'aporten, per primer cop, les dades espectroscopiques de

NMR de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4"-metilendioxiflava.

> Una série de 25 alcaloides de les Amaryllidaceae han estat identificats en
I'espécie Pancratium canariense, 10 dels quals son inédits en el génere

Pancratium.

Aixi doncs, es pot afirmar que, de manera global, els métodes i técniques proposats
com a eines per l'estudi metabolomic han resultat efectius per la consecucié dels diferents
objectius, aprofitant i adaptant les caracteristiques i avantatges de cadascuna, a les

necessitats i requeriments de cada objectiu.
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A8.- Espectre de IR de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU1)
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A9.- Espectre de NMR de 'H de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)
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A12.- Espectre de NMR de DEPT de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)
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A13.- Espectre de NMR de HSQC de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)
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A15.- Espectre de masses de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2) obtingut per GC-MS per CI.
Apareix I’i6 [M + H]" de m/z 301, que correspon a una Mw de 300.
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A16.- Espectre de IR de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflava (CHU2)



