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Abstract

The present industrial PhD thesis highlights the evaluation of the full utilization
of the Synsepalum dulcificum plant for food and healthcare applications. The
thesis project IND2019/BIO-17192 Community of Madrid) funded by the company
Medicinal Gardens in collaboration with the UPM Center of Biomedical
Technology aims to increase productivity, sustainable growth and market

competitiveness of those products derived from this plant.

The growing demand for polyphenols with antioxidant capacity in varied sectors,
including food, cosmetics, and pharmaceuticals, has driven the search for new
sources of these compounds. One large reason is due to these compounds’ health
benefit, particularly in the prevention of metabolic diseases such as diabetes,

malignancies, and cardiovascular issues.

In this context, the bioactivity of Synsepalum dulcificum was investigated, already
known for its antioxidant capacity and therapeutic potential against colorectal
cancer. The impact of this plant on the immune system was also evaluated, along
with the demonstration of the food safety of its concentrated extracts. It was found
that extracts from pulp with skin (DMB®), seeds, and leaves possess anticancer
properties against the DLD-1, HT-29, SW480, and SW620 colorectal cancer cell
lines. Additionally, a characterization of its IC50was performed, and its
immunomodulatory properties were described, focusing on T lymphocyte cells
(CD3, CD4, and CD8). Using HPLC and GC-MS, possible compounds responsible
for such bioactivity were identified, including the first-time description of the

presence of protocatechuic acid in DMB®.

Simultaneously, extractions using natural deep eutectic solvents (NaDES) were
evaluated as a sustainable and efficient alternative for the extraction of
compounds with antioxidant capacity. This innovative methodology was validated
in various fruits to ultimately design a method (via artificial intelligence-machine
learning) capable of predicting and understanding the relationship between the

nutritional properties of different natural extracts and the ability of various
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NaDES to extract the maximum amount of antioxidant compounds from these

extracts.

The results of this study indicate that NaDES can be effective in extracting
phenolic compounds, surpassing the conventional 70% ethanol solvent in most
fruits. NaDES 27 stood out for its high yield in extraction. However, predicting the
antioxidant capacity of fruits based on their nutritional characteristics was not
possible, which led to the use of unsupervised learning as a strategy to explore the
relationships between antioxidant capacity and nutritional characteristics. This
strategy yielded an interesting result, showing that fruits can be significantly
grouped into three clusters based on their glycine and phytosterol content. It was
found that the higher the content of these elements in the fruit, the greater the
amount of antioxidant compounds extracted using NaDES solvents. Similarly,
grouping fruits based on the amount of solvent-extracted antioxidants revealed
that NaDES 9, NaDES 16, and 70% ethanol allowed clustering into three
statistically significant groups. The cluster with the highest antioxidant capacity
was observed to have higher amounts of total proteins, energy (Kcal), zinc, and

phosphorus.

The conclusions of this research highlight the potential of Synsepalum dulcificum
as a source of antioxidants and therapeutic agents, and the efficacy of NaDES as

a sustainable option for the extraction of compounds with antioxidant capacity.



Resumen

La presente tesis de doctorado industrial es una puesta en valor del
aprovechamiento para aplicaciones alimenticias y sanitarias de la planta
Synsepalum dulcificum en su totalidad. El proyecto de tesis IND2019/BIO-17192
Comunidad de Madrid) financiado por la empresa Medicinal Gardens en
colaboracion con el Centro de Tecnologia Biomédica de la UPM tiene como objetivo
aumentar la productividad, el crecimiento sostenible y la competitividad en el

mercado de los productos derivados de esta planta.

La creciente demanda de polifenoles con capacidad antioxidante en sectores como
el alimentario, cosmético y farmacéutico ha impulsado la busqueda de nuevas
fuentes de estos compuestos. Una razdén importante se debe a los beneficios para
la salud de estos compuestos como la diabetes, neoplasias malignas y problemas

cardiovasculares.

En este contexto se investig6 la bioactividad de Synsepalum dulcificum, conocida
por su capacidad antioxidante y su potencial terapéutico contra el cancer
colorrectal, evaluando ademas su impacto en el sistema inmune y demostrando la
seguridad alimentaria de sus extractos concentrados. Se encontré que los extractos
de pulpa con piel (DMB®), semilla y hoja poseen propiedades anticancerigenas
frente a las lineas celulares DLD-1, HT-29, SW480 y SW620. También se ha
realizado una caracterizaciéon de su CI50, y la descripcion de sus propiedades
inmunomoduladoras frente a las células linfociticas T (CD3, CD4 y CD8). Mediante
HPLC y GC-MS se ha logrado identificar posibles compuestos responsables de
dicha bioactividad, como por ejemplo la descripcién por primera vez de la presencia

de acido protocatectico en DMB®.

Paralelamente, se evaluaron las extracciones con disolventes naturales eutécticos
profundos (NaDES) como alternativa sostenible y eficiente para la extraccién de
compuestos con capacidad antioxidante. Esta metodologia innovadora se validé en
diversas frutas con el fin de diseflar un método (por inteligencia artificial-machine
learning). Un método capaz de predecir y comprender la relacién entre las

propiedades nutricionales de distintos extractos naturales y la capacidad que los
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distintos NaDES tienen de extraer el maximo de compuestos con poder

antioxidante de esos extractos.

Los resultados de este estudio indican que los NaDES pueden ser efectivos en la
extraccion de compuestos fendlicos superando el disolvente convencional Etanol
70% en la mayoria de las frutas. Destacando por su alto rendimiento en la
extraccion el NaDES 27. Sin embargo, la prediccion de la capacidad antioxidante
de las frutas no fue posible utilizando como base sus caracteristicas nutricionales,
por esta razon se utilizé el aprendizaje no supervisado como estrategia para ver las
relaciones que puedan existir entre la capacidad antioxidante y caracteristicas
nutricionales. Con esta estrategia se obtuvo un interesante resultado ya que las
frutas se pueden agrupan significativamente en tres clisteres en base a su
cantidad de Glicina y fitoesterol. Resultando que, a mayor cantidad de estos
elementos en la fruta, mayor cantidad de compuestos antioxidantes se extraen con
disolventes NaDES. En paralelo, agrupando las frutas en funciéon de la cantidad
de antioxidantes obtenidos por los disolventes, encontramos que, los NaDES 9,
NaDES 16 y Etanol al 70% permiten la agrupacién en tres clisteres con diferencias
estadisticamente significativas. Observando que el clister con mayor capacidad
antioxidante posee mayor cantidad de Proteinas totales, Energia (Kcal), Zinc y

Fosforo.

Las conclusiones de esta investigacion destacan el potencial de Synsepalum
dulcificum como fuente de antioxidantes y agentes terapéuticos, y la eficacia de los
NaDES como una opcién sostenible en la extraccién de compuestos con capacidad

antioxidante.

X1l



Tabla de Contenido

1. Introduccion 27
1.1.Marco empresarial........cccccooiiiiiieiiiiiiiee e 28
1.1.1. Baia Food y su novel food Dried Miracle Berry (DMB®)................... 28
1.1.2. Comercializacion del producto DMB®............cccccoveieeeeiiiiiiiiiii. 29
11,83, MISION. i iiiiiiiiiiciee e e et e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e earaaa e eeas 30
1.1.4. Estrategias de innovaciéon y desarrollo de productos...........cccevvvveneee 31

1.2.Problematica e interés de Baia Food: subproductos no aprovechados,

polifenoles y medio ambiente..............uuveeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 31

1.3 MOTIVACION. .. .eiieeeeeiiiieee e e e e e e e et e e e e e e e e e e ea b eaeeeeeeseeasaaanaeeeas 33

2. Antecedentes 34
2.1.Synsepalum dUulCIfICURND ....................cccceeeeiiieieeeiiiiiiieeeeeeeeeeeiieeee e eeeeeaans 34
D200 I B & =T ) SRR 34
2.1.2. Taxonomia de Synsepalum dulcificum......................ccccvvvvevvveeveennnnnn.. 35
2.1.3. Descripcién botanica Synsepalum dulcificum...............c..........ouuuu... 36
2.1.4. Distribucion geografica actual de Synsepalum dulcificum................ 38
2.1.5. Propiedades de Synsepalum dulcificum...................ccccceeeeeeeeneeennnnnn.. 39
2.2.Metabolitos secundarios: Compuestos fenolicos.........cccoeevevivvveeeiiiivneneennnnn. 41
2.2.1. Estructura de los compuestos fendlicos .......coeeeeviiiiiiiiiiieeeeeiieiiiiiinnnn. 42
2.2.2. Mecanismo de accién y salud humana. .............ooooevviiiieeeiiiinniininnnnn. 44
2.2.3. Obtencion de compuestos fendlicos.........coceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeiieee, 48
2.3.Modelizacién de sistemas complejos....cooeeiiiiiiriiiiiiieeeeeiiiiiiiciieeee e 53
2.3.1. Aprendizaje SUPETrVISAAO .....ceeeivvuueeeeiiiiieeeeeiiieeeeeeeieeeeeeriieeeeeerreeeeeenees 53
2.3.2. Aprendizaje N0 SUPETVISAAO ....uueeeeeeeiiriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeeraaanens 53
2.3.3. Aprendizaje por refUerzo........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 54

3. Objetivos 55
3.1.0Dbjetivos ESPECIfICOS ....ocovvviiiieeeeiiieeeeeceeee e e eeeaes 55

4. Materiales y métodos 56
4.1. Material vegetal.......coooooiviiiieiiiiiee e 57
4.1.1. Synsepalum dulcificum (DMB®, semilla y hoja).........cccovvevveerennne. 57
4.1.2. Frutas de interés comercial.............ccooovviiiiiiiieeiiiiiiiiceee e, 58

xiil



4.1.3. InfusSioNes COMETCIALES ...uovnieeeee e e e e e 59

4.2.Obtencién de compuestos fendlicos totales en Synsepalum dulcificum ..... 59

4.3. Cuantificacion de compuestos feniliCos...........vvvveeeeeeeiiiiiviiiiiieeeeeeeeeeeeviiennnn 60
4.3.1. Cuantificacién de contenido total de fenoles (CTF) ........cccevevuvennee.e. 60
4.3.2. Cuantificacién de contenido total de flavonoides totales................... 61
4.3.3. Determinacion de capacidad antioxidante mediante la eliminacion de
radicales DPPH = ..o e 62

4.4.Identificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC y CG/MS............. 63
4.4.1. Preparacion de 10s eXtractos ......cooeeevvvieeiiiiiiieeeiiiiiieeeeeeeee e, 63

4.4.2. AnAdlisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) 63
4.4.3. Analisis mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria

de Masas (GC-MS) ......oouiieiieieiieeeeeeeee ettt ettt 65
4.5. Efecto anticancerigeno en cancer colorrectal ..............ooovvvvvivieeeeeeeienennnnnnnn. 65
4.5.1. Ensayo de viabilidad celular (CI50)..........cccccceeievrieriereereereereereeneae 66
4.5.2. Ensayo de eXpoSICION CYOMICA ....uueeeeeerreerriiiiieeeeeeeeeeerrrtiieeeeeeeeeeeersrnnnnns 67

4.5.3. Analisis de biomarcadores tumorales mediante citometria de flujo . 68

4.6. Proliferacion IINfOCILATIA ....ccceeeiiiiiiiiiiiieeee e e 70
4.7.Analisis de aglutinacion y hemolisiS..........ccoeeeiiiiiiieeiiiiiiieeeiiiieeeeeecee e, 72

4.8.Disolventes alternativos para la obtenciéon de polifenoles y miraculina.... 73

4.8.1. Elaboracién de disolventes eutécticos profundos (NaDES) ............... 73
4.8.2. Extracciéon de compuestos fendlicos con NaDES y cuantificaciéon de
capacidad antioXIAANTe........cceeiiiiuieiiiiiieeeeeeee e 75
4.8.3. Obtencién y cuantificaciéon de miraculina de DMB®......................... 76
4.9.Modelamiento matematiCo..........cccuvuuieeiiiiiiiiiicceee e 77
4.9.1. Base de datos 1: Caracteristicas nutricionales de las frutas............. 78
4.9.2. Bases de datos 2: Capacidad antioxidante de compuestos obtenidos
mediante NaDES de distintas frutas.........cccccovvviiiiieeiiiiiiiiiicieee e, 78
4.9.3. Algoritmos aprendizaje automatico supervisados.......ccoeeeeeeerrrrrvvnnnnn. 80
4.9.4. Algoritmos aprendizaje automatico no supervisados...............cee...... 83
4.9.5. Analisis comparativo de clisteres en base a propiedades nutricionales

y de clister en base a capacidad Antioxidante...........ccccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiinennn... 86
4.10.  Analisis estadiStiCo....ccceeiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeee e 86
5. Resultados 88
5.1.DMB®: Pulpa de Synsepalum dulcificum ...................ccoeeeeeeeeeeeeeeeniiiieeennn... 89
5.1.1. Determinacién de contenidos fenoles totales (CFT) de DMB® ......... 90
5.1.2. Determinacion de flavonoides totales de DMB®.............ccccoeeeeeeennnn. 93

Xiv



5.1.3. Determinacién capacidad antioxidante de DMB®..........c.ccccooovvune.... 94

5.1.4. Comparaciéon de DMB® con otras frutas........ccceeeeeiiiiiiiviiiiiieeeeeeennnnn, 95
5.1.5. Determinacién de fenoles de DMB® mediante HPLC. ..................... 99
5.1.6. Identificacién de compuestos de DMB® mediante CG-MS.............. 101
5.1.7. Efecto anticancerigeno de DMB®. ...........cccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 104
5.1.8. Efecto inmunomodulador de DMB®............cccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 109
5.1.9. Actividad aglutinante del extracto DMB®...................cccooo. 110
5.2.Semilla de Synsepalum dulcifictum.....................cccoeeeeeeiieeeiieeiiiiiiieeaeaaeenenn, 112
5.2.1. Obtencion y cuantificacion antioxidante de los compuestos fendlicos de
semilla de Synsepalum dulcifictum......................c.c.cccoeveeeeeieeiiieeiiiiiiieeeeeeaennenn, 113
5.2.2. Identificacion de compuestos de semilla de Synsepalum dulcificum
mediante CGIMS ... 114
5.2.3. Efecto anticancerigeno de semilla de Synsepalum dulcificum........ 116
5.2.4. Efecto inmunomodulador de semilla de Synsepalum dulcificum.... 121
5.2.5. Actividad aglutinante de semilla de S. dulcificum........................... 122
5.3.Hoja de Synsepalum dulcifictm.....................cccoeeeeeeeiiieeeeiuiiiieeeaeeeeneeeinnnnnnn. 124
5.3.1. Obtencién y cuantificacién antioxidante de los compuestos fendlicos de
semilla de S. dUlCIICUM . ...............cccoovveeiieiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 125
5.3.2. Identificacion de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum
mediante CGIMS ... 127
5.3.3. Efecto anticancerigeno de hoja de Synsepalum dulcificum............. 129
5.3.4. Efecto inmunomodulador de hoja de S. dulcificum.......................... 133
5.3.5. Actividad aglutinante de hoja de S. dulcificum................................ 134
5.4.Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES) .........cccccveeurnne..e. 136
5.4.1. Obtencién de miraculina de DMB® mediante NaDES. .................. 137
5.4.2. Obtencion de compuestos con capacidad antioxidante de DMB®
mediante NaDES. ... e 139
5.5.Uso de aprendizaje automatico para la obtencion de compuestos fendlicos
con capacidad antioxidante mediante los disolventes NaDES........... 141

5.5.1. Bases de datos ......couuuuiieeiiiiiice e 143

5.5.2. Prediccion de la capacidad antioxidante de los fenoles obtenidos
mediante los NaDES a partir de las caracteristicas funcionales de las frutas

144
5.5.3. Agrupacién (clustering) de frutas..........ccceevveeeieeieeeeerieeeeeeeeieenneas 145
6. Discusién 167

6.1.0btenciéon y cuantificacion de compuestos fendlicos de Synsepalum

dulcificum mediante disolvente CONVENCIONES. ..c.uveeneeeneeeeeeeeeeaaeennnen. 167

6.1.1. Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante de DMB®. 168

XV



6.1.2. Capacidad antioxidante de semilla de Synsepalum dulcificum ...... 169

6.1.3. Capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum........... 169
6.2.1dentificacién de compuestos fendlicos de Synsepalum dulcificum.......... 170
6.2.1. Identificacion de compuestos en DMB®...........ccc...cveeeeeveuvieeeenennnnn.. 171
6.2.2. Identificacion de compuestos de semilla de Synsepalum dulcificum.
173
6.2.3. Identificacion de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum. .. 174
6.3.Actividad biolégica de Synsepalum dulcificum. ....................cccceeeeeeeeennnnn. 175
6.3.1. Seguridad alimentaria. ...........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieee e, 175
6.3.2. Dosis- respuesta frente a lineas de cancer colorrectal. .................... 176
6.3.3. Efecto inmunomodulador..............cccooiiiiii 182

6.4.Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES) una alternativa

mnovadora para la obtencion de compuestos fendlicos. ..................... 185

6.4.1. Capacidades antioxidantes de DMB® vy frutas varias mediante

NADES. o oo e e e e e e e aaaeeeas 185
6.4.2. Obtenciéon de Miraculina con NaDES...............ccccccciiiiiniinn. 186

6.5. Aplicacién del uso de los NaDES. Modelamiento de Machine Learning.. 187
6.5.1. Agrupacion de frutas segun las propiedades nutricionales............. 188
6.5.2. Agrupacion de frutas segin su capacidad antioxidante obtenida
mediante NaDES. ..o 189
6.5.3. Agrupacion de NaDES segtn su capacidad de extraccién de capacidad
antioxidante segin el tipo de fruta. ......occoooiviiiiiiiiiieiiiicceee e, 192

7. Conclusiones 197
8. Referencias 199
9. Anexos 223

xvi



Lista de Figuras

Figura 1| Fotografia de Synsepalum dulcificum. ........................cccccovveeeeeeennnnnn. Xvil
Figura 2 | Baya de Synsepalum dulcificum y sus partes.. ..........cccccccvvveeeeeeeeennnnnns 37
Figura 3| Distribucion geografica de Synsepalum dulcificum en el mundo......... 39

Figura 4| Vias de sefializacién para la biosintesis de metabolitos secundarios.. 42
Figura 5| Estructuras de polifenoles...............cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeeieee e 42
Figura 6| Diferencia estructural de polifenoles flavonoides y no-flavonoides...... 43

Figura 7| Clasificacién de los polifenoles en dos grandes grupos: flavonoides y

N0 FLAVONIOLIAECS. . ..o e 45

Figura 8| Clasificacién de disolventes y grupos funcionales segtn su polaridad..

Figura 9| Esquema general de la metodologia empleada en el estudio................ 56

Figura 10|Separaciéon celular de sangre periférica mediante gradiente de

Figura 11| Evolucién visual de la preparacién del NaDES bajo aplicacién de

L75310] 013 2 17 DU - BT RN 74
Figura 12| Base de datos 1: Propiedades nutricionales de frutas........................ 78

Figura 13 | Base de datos 2. Propiedad antioxidante de distintas frutas obtenida

mediante los disolventes naturales eutécticos profundos. ............cccceeeeeeeeeeennnnnn. 79
Figura 14| Interfaz del software Oranges3. .............ccoooeiiiiiiiiiiiieiicieeee e, 79

Figura 15| Representacion de clasificacion o regresién mediante una Maquina
de Vectores de Soporte (SVIM).. ......ooeiieiiee ettt 81

Figura 16| Representacién de un diagrama de arbol de decisién, para predecir

la clase del conjunto de datos dado.. .......ccccooooiviiiiiiiiiieiiiiii 82

Figura 17|Representacion del algoritmo de aprendizaje automatico Arbol

aleatorio (Random FOTest).. ...........cccvoiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeee et 83
Figura 18| Representacién del algoritmo de agrupamiento K-medias.. ............... 84
Figura 19| Representacién de un dendrograma. ..............ccceeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeenns 85

XVil



Figura 20| Efecto de la concentraciéon de etanol sobre el contenido de fenoles
totales €n DMB®.. ........ccuuiiiiiiiiiiiee e e 91

Figura 21| Efecto de la concentracién de etanol, tiempo de extraccién y ratio

muestra-disolvente en la obtencién de compuestos fenélicos de DMB®. . ........... 92

Figura 22| Efecto de la concentracién de etanol sobre el contenido de flavonoides
totales en DMB®.. ..o 93

Figura 23| Efecto de la concentracion de etanol sobre la capacidad antioxidante
de DMB® con el ensayo DPPH.. ..., 94

Figura 24| Efecto de la concentracién de etanol, tiempo y relacién muestra-

disolvente sobre la capacidad antioxidante de DMB®.. ..............ccoovvviiieeeeeeennnnnn, 95

Figura 25| Comparacion de los fenoles totales de diferentes frutas con respecto
ADMB®. ... e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaanns 96

Figura 26| Comparacién de los flavonoides totales de diferentes frutas con
respecto a DMB®.. ..o 97

Figura 27| Comparacién del porcentaje de inhibicién al radical DPPH de
diferentes frutas con respecto a DMB®.. ...........cccccoviviiiiiiiiiiiiiieiiiieiieereeeeeeevnainnans 98

Figura 28| Estructura quimica y el comportamiento de los compuestos
identificados mediante HPLC en extracto DMB®. ...............ccooeeiiiiiiiiiiiieeeeennnn. 100

Figura 29|Valores CI50 de lineas celulares de céancer colorrectal frente a
extracto acuoso proveniente de DMB®. ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeececeeeeeeeeeeeeee, 104

Figura 30| Viabilidad celular de lineas celulares de cancer colorrectal frente
oxaliplatino y DIMB®..........cccooiiiiiiiieeeeeeeccee e e 106

Figura 31| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de
extracto de DMB®............coooiiiiiiiiiiiee e 108

Figura 32 | Dosis-respuestas a oxaliplatino de linea metastasica SW620 tratadas

con extracto acuoso de DMB® de manera cronica. ............cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnn. 108
Figura 33| Expresion de biomarcadores linfocitario tras exposicion DMB®. .... 110

Figura 34 | Representacién del grado de hemaglutinacion del extracto acuoso de
DIMB®. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e et —ataaaaeeeeannrbraaaaaaaaens 111

Figura 35| Efecto de disolvente sobre la capacidad antioxidante de semilla de
Synsepalum AUICIFICU.........................uuuuuuiiiiiiiiiiiisesssssssssssnnannnna——.. 113

XVviil



Figura 36 | Valores CI50 de lineas celulares de cancer colorrectal tratadas con

extracto semilla de Synsepalum dulcificum.......................cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannn.. 116

Figura 37| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de

extracto de semilla de Synsepalum dulcificum.........................ccccoeeeeeeeeeineennnnnnn. 117

Figura 38| Dosis-respuestas a oxaliplatino de linea metastasica SW620 tratadas
con extracto de semilla de Synsepalum dulcificum.. ............................ccccuuuun..... 118

Figura 39| Expresion de biomarcadores tumorales en linea celular de cancer
colorrectal (SW620) bajo exposicién constante a extracto de semilla con
concentracion fija (0,0133 m@/ML).. ......ccoeviiiiiiiiieeeee et 120

Figura 40| Expresion de biomarcadores linfocitario tras exposiciéon semilla de

Synsepalum dUlCIfICU. . .................cc.....ooovuuiiieeeeeeeeieeeiiiieeeee e eeeeeeitiee e eaeeans 121

Figura 41|Representacién del grado de hemaglutinacion de semilla de
Synsepalum dulCIfiCUm. ...........................cooeveeiiiiiiiiieeeeeeeeccieeee e e e e eerrreeeaeee s 123

Figura 42| Efecto de disolventes sobre el porcentaje de inhibicién al radical
DPPH de hoja de Synsepalum dulcificum mediante.. ....................cceevurrrreenn..... 126

Figura 43| Capacidad antioxidante de diferentes tes e infusiones mediante las
téenicas DPPH... ..o e 127

Figura 44| Valores CI50 de lineas celulares de cancer colorrectal tratadas con

extracto etanélico de hoja de Synsepalum dulcificum. ....................................... 130

Figura 45| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de
extracto de hoja de Synsepalum dulcificum....................cccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaannnnn. 131

Figura 46 | Expresion de biomarcadores tumorales en linea celular de cancer
colorrectal (SW620) bajo exposicién constante a extracto de hoja con
concentracion fija (0,0072 mM@/ML).. ......ccooovuieiiioieeieee et 132

Figura 47| Expresion de biomarcadores linfocitario tras exposicién hoja de

Synsepalum dulCIfiCUm............................cooeeieiiiuiiiiiiieeeeeeeccitee e e eerrrreeaee s 133

Figura 48 | Representacion del grado de hemaglutinaciéon de hoja de Synsepalum
AUICIIICUI.. ..................oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 135

Figura 49|Deteccién de miraculina en extracto de DMB® obtenidos con

disolventes naturales eutécticos profundos (NaDES).. .......ccceoovvveiiviiceieienenn. 138

Figura 50: Rendimiento de extraccion de la proteina miraculina mediante

Disolventes naturales eutécticos profundos...............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiiiinnn. 139

X1X



Figura 51| Efecto de los disolventes naturales eutécticos profundos sobre la

capacidad antioxidante de DMB®. ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeecceee e 140
Figura 52 | Resumen de analisis de clisteres de dos bases de datos: propiedades

nutricionales y capacidad antioxidante. ............ccccccovviieeeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 142
Figura 53| Bases de datos utilizados en el estudio...............ccccceeeeeeiiiiniiniennn..n. 143

Figura 54|Algoritmos de aprendizaje supervisado utilizados mediante el
programa Orange3. . ..........ccceeviiiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e anaaaees 144

Figura 55 |Distribucién de los distintos grupos de frutas en funcién de sus

propiedades nutricionales mediante el algoritmo K-medias............................... 147

Figura 56| Agrupacion jerarquica de las frutas en funcién de sus propiedades

TIUBTICIONIAL. . .o 148

Figura 57 | Distribucién de las frutas segtiin la cantidad de fitoesteroles y glicina
utilizando el diagrama de caja y bigotes (Boxplot)...........c..coevevvevvevevvererennnenn. 150

Figura 58| Grafico de dispersion de las frutas segin la cantidad de fitoesteroles

N4 1160 1 o - F 151

Figura 59| Capacidad antioxidante de diferentes frutas agrupadas segin su

composicion de Glicina y Fitoesteroles. ............ccoooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 152

Figura 60 |Distribucién de los distintos grupos de frutas en funcién de su

porcentaje de inhibicion al radical DPPH mediante el algoritmo K-medias...... 153

Figura 61| Agrupacién jerarquica de las frutas en funcion de su porcentaje de
inhibicién al radical DPPH de los compuestos obtenidos mediante NaDES...... 154

Figura 62 | Distribucién de las frutas segtn el porcentaje de inhibicién al radical
DPPH obtenida mediante NaDES 9y NaDES 16. ..............ccoovviiiieeiiiinniininn. 156

Figura 63| Grafico de dispersién de las frutas segin la capacidad antioxidante
obtenida mediante NaDES-9 y NaDES-16. ...........coocoiieeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 157

Figura 64| Contenido nutricional de diferentes frutas agrupadas segin su
capacidad de inhibicién al radical DPPH con los disolventes NaDES................ 158

Figura 65| Agrupacion jerarquica de las frutas en funcién de su % de inhibicién
al radical DPPH obtenida con el disolvente Etanol al 70%............c......ccooennnn.... 159

Figura 66 | Distribucién de las frutas segiin su % de inhibicién al radical DPPH
obtenida mediante Etanol al 70%..............cccooeeiiiiiiiiiiiiiieei e, 160

XX



Figura 67 |Matriz de calor que muestra el porcentaje de inhibicién al radical

DPPH diversas frutas utilizando diferentes disolventes NaDES y etanol al

Figura 68| Agrupacion jerarquica de los NaDES y etanol al 70% con respecto al
% de inhibicién al radical DPPH de las frutas arandano y guarana. ................. 165

Figura 69 | Distribucién de las NaDES con respecto al % de inhibicion al radical
DPPH de las frutas ardndano y guarana. ............cccccccoeeeviniiiiiieeeeeeeecireeeeeeeenn 166

Figura 70| Esquema resumen del proceso de toma de decisiones obtenido

mediante aprendizaje no SUPErviSado. ........cccceeeevvviiiiiiiiieeeeieeeieeeee e 194

xx1



Lista de Tablas

Tabla 1|Clasificacién taxonémica de Symsepalum dulcificum (informacién
obtenida de Royal Botanic Gardens Kew)...........cccccoovvvivuiiiioeiieceeeeieeeeeeeee s 36

Tabla 2| Sinénimos de Synsepalum dulcificum (informacién obtenida de Royal
Botanic Gardens KEW) ...........c.ccooiiiiiiiieeee ettt ettt 36

Tabla 3 | Disolventes convencionales utilizados para la extraccién de compuestos
POLEEINOLICOS. ....uvvviiiiiieieecieee et e e e e e e a e e e e e e e e naaaaraees 50

Tabla 4 | Informacién de anticuerpos para la deteccién de marcadores tumorales

Ut111ZAdO0S €1 €SE @SEUAIO. ..u et 69

Tabla 5| Informacién de anticuerpos para la deteccién de células linfocitarias
utilizados en este estudio............cooeeeeeiiiiiiiiiii i, 72

Tabla 6|Concentracion de extractos wutilizados para el ensayo de
hemaglutinacién y hemolisis. ..........ccccciiiiiiiiiiiieeiiieeee e e e 73

Tabla 7| Composicion de disolventes naturales eutécticos profundos usados en
el presente eStUAIO. ...........ooovviiiiiiiiii e 74

Tabla 8 | Perfil fendlico identificado en extractos de DMB® mediante HPLC.... 101

Tabla 9| Compuestos identificados en extracto acuoso de DMB® mediante GC-
M. e 103

Tabla 10| CI50 en pg/mL de oxaliplatino y oxaliplatino con DMB® en lineas
celulares de cancer colorrectal DLD-1, HT-29, SW480 y SW620........................ 105

Tabla 11]|Compuestos identificados en extracto etanélico de semilla de S.
dulcificum mediante GC-MS ............cccoiiiiiiiiiie e e 115

Tabla 12| Compuestos identificados en extracto etanélico (40%) de hoja de S.
dulcificum mediante GC-MS ...........oooiiiiiiiiii e 129

Tabla 13| Evaluacién de los modelos supervisados utilizados en este estudio. . 145

Tabla 14|Valores de K-medias de frutas en funcion de sus propiedades

1017 o [0 [0) 4 P2 1 1< Y- RN OO RO P PRSP OURURTUPROPRPPRNt 147

Tabla 15|Valores de K-medias de las frutas en funcién de su capacidad

antioxidante obtenida mediante disolventes eutécticos profundos .................... 153

Tabla 16 | Porcentaje de inhibicién al radical DPPH de diversas frutas utilizando
etanol al 70% y NaDES como disolventes..............ccccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiinn, 162

XXi1



Tabla 17|Compuestos identificados en DMB® mediante HPLC y sus
PTOPIEAAAES. ...oovviiiiiieeiiieieeeiiieee ettt e e e e e et e e e e e e e e e e et aeeeeeeeaaaaa——a 172

XX111



Abreviaturas y Acronimos

ng

uL
ADN
AESAN
ARN
BSA

CF

CFT
CI50

CRISPR-Cas9

DG SANTE
DMB®
DMEM
DMS

EFSA

ERO
FADH2
FDA

g

g
GAE

GC/MS

GIZ
HPLC
IA
kDa

mg

mL
mTOR
NaDES
NADH
NF

Pa

PBS

Microgramo

Microlitro

Acido Desoxirribonucleico

Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria y Nutricion.
Acido Ribonucleico

Albuimina de suero bovino

Contenido de Flavonoides Totales

Contenidos de Fenoles Totales

Concentracién Inhibidora media maxima

Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas asociada a la proteina 9

Direccion General de Salud y Seguridad Alimentaria

Dry Miracle Berry

Medio Eagle Modificado de Dulbecco

Duncan's Multiple Range Test

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

Especie Reactiva de Oxigeno

Forma reducida de la flavina adenina dinucleétido
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos

Medida de aceleracion

Gramos

Equivalente a Acido Gélico

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas

Alemana de Cooperacién Internacional para el Desarrollo
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

Inteligencia artificial

Kilodalton

Litros

Miligramos

Mililitro

Diana de rapamicina en células de mamifero

Disolventes Naturales Eutécticos Profundos

Forma reducida del dinucleétido de nicotinamida y adenina
Novel Food

Pascal

Tampo6n fosfato salino

XX1V



PS

p/v
QE
RAGE
RE
RPMI
RT

S. dulcificum
siRNA
UE
UPM

Peso seco

Relacion peso: volumen

Equivalente a Quercetina

Receptor para productos finales de glicaciéon avanzada
Reglamento de ejecucién

Medio Roswell Park Memorial Institute
Tiempo de retencion

Synsepalum dulcificum

ARN pequeno de interferencia

Unién europea

Universidad Politécnica de Madrid

XXV






Introduccién

1. Introduccion

El desarrollo de esta tesis con menciéon industrial parte de una necesidad real de
la empresa Medicinal Gardens SL (en adelante Baia Food): maximizar el valor de
la planta Synsepalum dulcificum (S. dulcificum). en la industria alimenticia,
cosmética y farmacéutica. Actualmente, la empresa explota la proteina miraculina
de la baya mediante el producto comercial Dried Miracle Berry (DMB®)
aprovechando su propiedad tnica de alterar la percepcién del sabor. Lograr la
comercializacién de DMB®, en su gran parte fue gracias a las ayudas concedidas
por la Comunidad de Madrid, que permitieron estudiar el producto mediante la
realizacién de doctorados industriales. En un principio, estos proyectos en base a
la produccién de DMB® se centraron en la principal caracteristica de la baya (el
cambio de percepcién del sabor de los alimentos acidos). No obstante, tras finalizar
el proyecto, surgié un interés creciente para explorar la propiedad antioxidante de
la baya y los subproductos derivados de su procesamiento, hojas y semillas.
Posicionando esta tesis doctoral en la continuidad del proyecto sobre el

aprovechamiento total de .S. dulcificum.

Con el propésito de ofrecer una vision integral del contexto empresarial, se
comienza con una descripcion general de la empresa, su mision y estrategias de
comercializacién, seguida de sus problematicas. Este enfoque tiene como finalidad
enmarcar y delimitar el alcance del trabajo realizado. En esta seccién no se busca
realizar una revision exhaustiva de las teorias de referencia, ni formular una teoria
unificada de las distintas perspectivas. Mas bien, se busca aportar elementos que
contribuyan al objetivo planteado, “Maximizar el valor de los recursos naturales

investigados y desarrollados por la empresa’.
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1.1. Marco empresarial

1.1.1. Baia Food y su novel food Dried Miracle Berry (DMB®)

Medicinal Gardens S.L. (Registro Sanitario N°40.058621/M), conocida
comercialmente como Baia® (www.baiafood.com), es una empresa dedicada a
desarrollar y comercializar ingredientes nutracéuticos, alimentos funcionales y
complementos alimenticios con efectos beneficiosos para la salud, con un claro

enfoque en mejorar la calidad de vida de las personas de una forma facil y deliciosa.

La empresa fue fundada en 2013 por Loan Bensadon, licenciado en Farmacia, y
Guillermo Milans del Bosch, doble licenciado en Administracién y Direccion de
Empresas y Derecho. Esto ocurrié tras explorar el enorme potencial de un Novel
Food (NF) actualmente comercializado en la UE: Dried Miracle Berry (DMB®).
Novel Food segtun la Union Europea, “Se entiende por nuevo alimento aquel que
no habia sido consumido en un grado significativo por los seres humanos en la UE

antes del 15 de mayo de 1997 (European commission, 2024).

DMB® consiste en la pulpa y piel liofilizada de la baya de la planta S. dulcificum,
conocida como baya milagrosa, endémica del Oeste de Africa. La baya milagrosa es
capaz de transformar temporalmente y de forma natural el sabor acido en dulce.
Tras un andlisis de la regulacién europea (Reglamento UE 2015/2283), 1a empresa
tomo estrategias para la realizacién de un dossier, incorporando un equipo para el

diseno y coordinacion de los estudios de seguridad.

Convencidos en el a&rwa de la salud (principalmente diabetes, disgeusia y obesidad)
y gastronémico de esta fruta, los socios decidieron apostar e invertir en este
proyecto de emprendimiento. Para ello, se realizaron viajes a Ghana con el fin de
visitar las plantaciones, conocer a los proveedores y afianzar las relaciones con el
GIZ (Sociedad Alemana de Cooperacién Internacional) para optaron por la co
contratacién de un técnico agricola local, sentando asi las bases de una cadena de
suministro ética, sostenible y respetuosa con los estandares europeos de calidad y
seguridad alimentaria. Tras expresar su intenciéon de respetar el Protocolo de
Nagoya, la empresa obtuvo el apoyo del Ministerio de Agricultura de Ghana,

entrando en el programa MOAP. En este punto, los socios desarrollaron un plan
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empresarial estratégico para conseguir la financiacion semilla necesaria, e iniciar
el proyecto. Para el ano 2015, inversores privados se interesaron en las aplicaciones
sociosanitarias de esta planta (con mercado potencial de 207.469 millones de
euros), por lo que entraron en el accionariado de la empresa. Gracias a esto, la
empresa pudo dedicarse a la investigacion y su desarrollo durante ocho afos. En
el ano 2021, consiguié la aprobacion de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) bajo el Reglamento (UE) 2015/2283. Lo cual dicta que “DMB®
es seguro para el consumo humano y ha concedido la exclusividad de
comercializacion a Baia® durante cinco anos”. En este sentido, existen
restricciones para grupos poblacionales como mujeres embarazadas y lactantes, y
ninos. La cantidad maxima diaria permitida es de 0,7g/persona/dia del ingrediente

“frutos desecados de S. dulcificum’.

Este nuevo producto es empleado en nutricién clinica, especialmente para
solventar problemas derivados de la disgeusia (alteraciones o pérdidas del gusto)
en pacientes oncologicos. En este tipo de pacientes, los efectos secundarios
provenientes de la radio o quimioterapia les hace percibir la comida con sabores
metalicos o desagradables. Ademas, se ha estado investigando si este producto
puede ayudar a la percepcién del sabor en pacientes que han padecido Covid-19 y

aun sufren problemas relacionados con el gusto.

1.1.2. Comercializacién del producto DMB®

La introduccién de nuevas plantas exéticas en Europa esta sujeta a diferentes
normativas que incluyen la necesidad de certificados y controles obligatorios. Por
un lado, la EFSA es la principal entidad responsable de la evaluacion cientifica de
los nuevos alimentos en Europa. Mientras que la Direcciéon General de Salud y
Seguridad Alimentaria (DG SANTE), se encarga de la regulacién y toma de
decisiones sobre la autorizacién de los nuevos alimentos en el mercado europeo.
Basandose en la evaluaciéon de EFSA y DG SANTE, se decide si un nuevo alimento
puede ser autorizado en la UE. A nivel de Espana, la Agencia Espanola de
Seguridad Alimentaria y Nutricién (AESAN), que depende del Ministerio de

Consumo, se encarga de la implementacién y vigilancia de la normativa europea
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en el pais. AESAN en coordinaciéon con EFSA también participa en el proceso de
autorizacién de nuevos alimentos cuando es necesario (European Commission;

Aesan, 2024; EFSA, 2024).

La EFSA ha concedido el aval cientifico ante el consumo del producto DMB®,
destacando su seguridad para el consumo humano gracias a estudios realizados
por la empresa Medicinal Gardens SL (Baia Food) (Turck et al., 2021). En Europa,
esta fruta se acoge al reglamento como exdtico bajo la regulaciéon de la UE
2015/2283 (Parlamento Europeo y el Consejo de la Unién Europea, 2015). Su
comercializacién se encuentra autorizada bajo el Reglamento de Ejecucién (RE)
2021/1974 de 1la Comisién de 12 de noviembre de 2021. Se incluye en la lista como
nuevos alimentos autorizados establecida 2017/2470, siendo Medicinal Gardens
SL, la empresa autorizada legalmente a comercializar el nuevo alimento (BOE.es,

2021).

Actualmente, la empresa se encuentra en proceso activo para lograr comercializar
el producto DMB® fuera de la UE, siendo su principal objetivo Reino Unido (UK).
Esta solicitud se encuentra bajo evaluaciéon de riesgos por la Agencia de Normas
Alimentarias del Reino Unido (FSA), responsable de la salud publica en UK. A su
vez, la empresa se encuentra gestionando la optimizaciéon de suministro bajo la

normativa aduanera y barrera comercial britanica.

1.1.3. Mision

La misién de Baia Food es mejorar la calidad de vida de las personas a través de
la nutricién, desarrollando alimentos funcionales y suplementos nutricionales con
efectos beneficiosos para la salud. Para ello, utiliza ingredientes naturales y
explota sus propiedades beneficiosas, manteniendo siempre el respeto por el medio
ambiente y la ética empresarial. Gracias a ello, la empresa ha recibido
la Certificacién B Corp (2022), que la acredita como una compafia que construye

una economia mas inclusiva y sostenible para la sociedad y el planeta.

Ademas de la certificacion B Corp, Baia Food ha recibido varios premios y
reconocimientos a lo largo de los anos, reflejando su enfoque innovador y sostenible

en la industria alimentaria. Entre ellos se encuentra el Premio PYME Innovadora
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(2021), Otorgado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién de Espana; el Premio
Ingenia de la Plataforma Food for Life (2021); el Premio a la “Startup” maés
Innovadora en el Summit Foodtech Ftalks (2021); y el Reconocimiento en la

aceleradora Lanzadera (2022).

1.1.4.Estrategias de innovacién y desarrollo de productos

Desde sus primeros pasos, Baia Food ha destinado gran parte de sus recursos al
departamento de I+D. Su estrategia se ha basado en la investigacion y el desarrollo

continuo, especialmente en torno a aplicaciones de la proteina miraculina.

Ademas de su enfoque en la innovacion de productos, Baia Food ha puesto un gran
énfasis en la sostenibilidad y el comercio justo. La empresa colabora directamente
con comunidades locales en Africa, asegurando que sus productos no solo sean de
alta calidad, sino que también generen beneficios econémicos en las regiones de
origen. Este compromiso incluye la instalacion de plantas de procesamiento locales
(en Ghana) para procesar el producto garantizando su calidad mientras se

minimiza su huella ambiental.

A lo largo de su trayectoria, Baia Food ha diversificado su linea de productos.
Inicialmente se centrd en superalimentos tradicionales, como son el agai, cacao, té
matcha y el baobab. M4as recientemente se enfoca en la nutricién personalizada y
la creacién de suplementos que abordan problemas de salud especificos, como el
estrés, sueno, inmunidad, pérdida de peso, cuidado personal, salud mental y
digestiva. Esta evolucion ha sido clave para su crecimiento como industria y

expansion en el mercado espanol.

1.2. Problematica e interés de Baia Food: subproductos no
aprovechados, polifenoles y medio ambiente

Baia Food ha logrado un avance significativo en la comercializacion de S.

dulcificum, debido a miraculina. Sin embargo, este éxito también ha revelado una

serie de desafios empresariales relacionados con la sostenibilidad y el

aprovechamiento integral de la planta.
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La produccién de S. dulcificum es costosa, en gran parte debido a la baja eficiencia
en el aprovechamiento completo de la baya. Actualmente, solo se utiliza la pulpa
de la fruta, la cual representa el 50-60% del peso total de la baya, constituyendo la
mayor parte del rendimiento aprovechable. El resto no aprovechado corresponde a
una cantidad significativa de subproductos, como las hojas y semillas. Las semillas,
por su tamano relativamente grande en comparacioén con la pulpa, corresponden a
un 20-30% del peso total del fruto. Por otro lado, las hojas, que no estan
directamente relacionadas con la fruta pero que pueden obtenerse por arrastre
durante todo el ciclo de crecimiento, representan el 10-20% del total de la biomasa

cosechada.

Actualmente existe un interés creciente en los compuestos antioxidantes. Estos son
capaces de entregarle un potencial alto para desarrollar nuevos productos de salud
y bienestar. Por lo cual, la investigaciéon de las propiedades de los polifenoles
presentes en la baya, hojas y semillas de S. dulcificum representa una oportunidad
para Baia Food. Esta linea de investigaciéon no solo podria reducir los costos
asociados con el desperdicio de estos subproductos, sino que también podria abrir

nuevas vias de comercializacién, ampliando la gama de productos de la empresa.

Por otro lado, uno de los desafios fundamentales que enfrenta Baia Food en la
explotacion de S. dulcificum es garantizar que todos los procesos de produccion y
comercializacién sean justos, ecoldgicos y sostenibles. La empresa ha adoptado un
enfoque riguroso en este sentido, buscando minimizar el impacto ambiental en
todas las etapas de la cadena de valor, desde el cultivo hasta la distribucién de sus

productos.

El compromiso con la sostenibilidad implica el uso responsable de los recursos
naturales en el cultivo de S. dulcificum, y 1a implementacion de practicas agricolas
que respeten el entorno natural de las regiones donde se cultiva esta planta,
principalmente Africa Occidental. Esto incluye el uso de métodos de cultivo
organico, la reduccion de residuos y el apoyo a las comunidades locales mediante

practicas de comercio justo.
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La empresa busca desarrollar tecnologias y métodos que permitan un
aprovechamiento completo de la planta sin generar residuos contaminantes. De
este modo, garantizar que cada paso del proceso de produccién sea lo mas ecologico
posible. Por lo tanto, es esencial la busqueda de soluciones innovadoras que alineen
el crecimiento empresarial con la responsabilidad ambiental y reduccién de la

huella de carbono.

Este enfoque sostenible no es solo para cumplir con las regulaciones
internacionales. También busca satisfacer la creciente demanda de los
consumidores por productos que sean tanto saludables como respetuosos con el

planeta.

1.3. Motivacion

El compromiso de Baia Food con la innovacién y la sostenibilidad ha sido el motor
para explorar nuevas formas de aprovechar las propiedades de S. dulcificum. Esta
planta, presenta un gran potencial para contribuir a la salud humana por su
contenido de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes, lo cual, puede
ser aplicado en los sectores alimentario, cosmético y farmacéutico. Ademas, la
extraccion eficiente y sostenible de estos compuestos sigue siendo un desafio que

demanda soluciones innovadoras.

Caracterizar los compuestos fendlicos y evaluar sus propiedades bioactivas, como
los efectos anticancerigenos e inmunoestimulantes ayudara a comprender mejor la
potencialidad de S. dulcificum. Al mismo tiempo, explorar los Disolventes
Naturales Eutécticos Profundos (NaDES) como una alternativa ecoldgica en la
obtenciéon de los compuestos fendlicos representa un paso hacia procesos

industriales mas respetuosos con el medio ambiente.

Este trabajo no solo busca enfrentar los desafios técnicos, sino también promover
un cambio positivo en como se desarrollan y utilizan los recursos naturales en la

industria, reafirmando mi compromiso con la ciencia aplicada y la sostenibilidad.
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2. Antecedentes

2.1. Synsepalum dulcificum

2.1.1. Historia

S. dulcificum (Schumach. & Thonn.) Daniell, es un arbusto tropical perteneciente
a la familia Sapotaceae, nativa de Africa occidental. Los frutos que posee esta
planta, conocidos como "fruta o baya milagrosa”, han llamado la atencién por su
propiedad de modificar el sentido del gusto humano. Esto se debe a una
glicoproteina denominada miraculina, que transforma los sabores acidos en dulces
al interactuar con las papilas gustativas (Lim et al., 2013). Ademés, aunque la
mayoria de los estudios se han centrado en humanos, la proteina miraculina
también ha sido probada en animales, mostrando efectos variados segtin la especie.
Por ejemplo, en primates, como los chimpancés y macacos rhesus, conejos y perros
se ha observado un efecto similar al de los humanos. Por otro lado, en roedores no
se han detectado cambios significativos en la percepcién del sabor (Brouwer et al.,

1983; Danilova & Hellekant, 2006; Hellekant, 1976).

Los nativos de Africa han empleado, consumido y comercializado este fruto desde
antes del siglo XVIII (Lim et al., 2013). Sin embargo, Miiller, un eclesistico danés,
documento su uso por primera vez en el afio 1662 en los bosques tropicales de la
region Fetu en Ghana. Loyer en 1701 en la regiéon de Assinie-Mafia también
referencio esta planta en sus escritos. No obstante, las investigaciones se iniciaron
en el ano 1725 por el cartégrafo francés Chevalier des Marchais. En una incursion
por la costa africana, Chevalier observé que los nativos consumian esta baya antes
de cada comida, permitiéndoles ingerir alimentos acidos y agrios elaborados a base
de palma agria. Es asi como Chevalier vio a este fruto como una potencial
herramienta, Util para que los esclavos consumieran frutas citricas, agua
estancada y alimentos en mal estado durante largos viajes. Sin embargo, a pesar
de los intentos de Chevalier y, otros exploradores por introducir la planta en
Europa, las condiciones de cultivo tropicales no favorecieron su desarrollo (Lim et

al., 2013).
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En 1827, periodo en que los naturalistas europeos estaban activamente
catalogando y clasificando plantas de todo el mundo, se logra clasificar esta
variedad. El aleman Schumacher y el danés Thonning nombraron por primera vez
la planta como “Bumelia dulcifica C.F. Schumacher & P. Thonning”, basandose en
las caracteristicas que refleja la planta. El género Bumelia, que es parte de la
familia de las Sapotaceae, grupo de plantas conocido por sus frutos comestibles, y
el término dulcifica proviene del latin dulcificare, que significa "volver dulce". El
botanico William Freeman Daniell en 1852 cambi6 el nombre S.
dulcificum (Schumach. & Thonn.) Daniell, nombre que se mantiene hasta hoy
(Bell, 2004). Este cambio demuestra el progreso en la comprensién de las relaciones
entre las especies. Daniell, propuso este cambio basandose en la morfologia de la
planta y de su comparacién con otras especies similares, lo que podria haber
incluido diferencias en las estructuras de flores, frutos, hojas o patrones de
crecimiento que no eran evidentes para Schumacher y Thonning en su clasificacién

inicial (Labat and Des Marchais, 1730).

2.1.2. Taxonomia de Synsepalum dulcificum

Kl nombre de S. dulcificum hace referencia a los sépalos de la flor y la capacidad
del fruto de convertir los sabores acidos y amargos en dulces. Esta planta pertenece
a la familia Sapotaceae, que incluye alrededor de 1200-1300 especies de arboles y
arbustos en regiones tropicales, la mayoria de los cuales producen frutas
comestibles. En las especies como Synsepalum emarginatum (Nigeria), S.
microcarpum (Camertn) y S. cerasiferum (Gabén), también se ha encontrado la

proteina miraculina (Tchokponhoué et al., 2019).

Daniell describié el género Synsepalum en el afio 1852 y lo publicé en la revista
Pharmaceutical Journal and Transactions. La clasificacién taxonémica del género
aparece en la Tabla 1, con 177 especies bajo el nombre Synsepalum, de las cuales
solo 37, incluyendo Synsepalum dulcificum, son aceptadas. Ademas, existen varios

sinénimos acufiados por diversos cientificos a lo largo de los afios (Tabla 2).
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Tabla 1| Clasificacién taxonémica de Synsepalum dulcificum (informacién obtenida de

Royal Botanic Gardens Kew)

Rango Nombre cientifico

Reino Plantae-Plantas

Subreino Traqueobionta

Subdivision  Espermatofita

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Dilleniidae

Orden Ebenales

Familia Sapotaceae Juss.

Género Synsepalum (A. DC.) Daniell
Especie Synsepalum dulcificum (Schumach. & Thonn.) Daniell

Tabla 2|Sinénimos de Synsepalum dulcificum (informacién obtenida de Royal Botanic

Gardens Kew)

Afio Sinénimo Tax6nomo botanico

1827 Bumelia dulcifica Schumach. & Thonn.

1844  Sideroxylon dulcificum Alphonse de Candolle (A.DC.)
1912 Bakeriella dulcifica Marcel Marie Maurice Dubard
1917 Synsepalum glycydora Herbert Fuller Wernham

1942  Pouteria dulcifica Charles Baehni

1965 Richardella dulcifica Charles Baehni

2.1.3. Descripcion botanica Synsepalum dulcificum

S. dulcificum, puede alcanzar una altura de 3 a 6 metros y tarda hasta 4 afios en

madurar. El arbusto presenta un crecimiento lento, lineal y ramificado. Las hojas,

lanceoladas y puntiagudas en el apice, se estrechan hacia la base, midiendo 5-15

cm. de largo y 1-4 cm. de ancho, con ocho pares de venas laterales y un color verde

oscuro brillante con textura coriacea. Produce flores bisexuales y pequenas,

solitarias o en pequefios grupos de 2-5 racimos o paniculas axilares delgadas, de

color blanco a amarillo tenue (Achigan-Dako et al., 2015) (Figura 1)
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igura 1| Fotografia de Synsepalum dulcificum. Se aprecian las hojas, las flores
y bayas maduras (fotografia cedida por Loan Bensadon perteneciente al trabajo

de (Menéndez Rey, 2021)

Los frutos, que genera son redondos a elipsoidales de 2-3 cm. de largo por 1 cm de
ancho, tienen una piel que representa aproximadamente el 23% de su estructura
total y una pulpa que constituye el 35%. El 42% restante del fruto pertenece a su
semilla, que mide entre 1 y 1.5 cm de longitud y tiene una textura lisa y brillante.
Generalmente, el color externo de la semilla es marrén oscuro (tegumento),
mientras que el interior es blanco (cotiledones) (Figura 2). Esta baya, cambia de
color, pasando de verde cuando estan inmaduros a rojo brillante oscuro o morado

intenso al madurar (Sadhana et al., 2020).

Piel Pulpa Semilla

Tegumento

5 AN Cotiledones

Figura 2|Baya de Synsepalum dulcificum y sus partes. La figura muestras la piel, la
pulpa, la semilla que conforman a la baya de S. dulcificum (Imagen obtenida de la
tesis doctoral de(Menéndez Rey, 2021).
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S. dulcificum crece en bosques tropicales donde la humedad del suelo como la del
aire son elevadas. La temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 20°C - 30°C
y temperaturas inferiores a 10°C puede perjudicar su desarrollo. La tierra con un
pH ligeramente 4cido a neutro (6-7), buena capacidad de drenaje y rica cantidad
de materia organica. La exposicion a la luz debe ser indirecta o parcial, adecuada
para su adaptacién a areas sombradas. Comtinmente, esta planta se encuentra en
altitudes relativamente bajas, por debajo de los 1000 metros sobre el nivel del mar

(Tchokponhoué et al., 2023).

2.1.4. Distribucion geografica actual de Synsepalum dulcificum.

Actualmente existen plantaciones de S. dulcificum en varias regiones del
continente africano. Esta planta, crece de forma natural en bosques tropicales y
selvas hiimedas, principalmente en Nigeria, Camerin, Gabdén, Sierra Leona,
Guinea, Liberia, Republica del Congo, Ghana, Benin y Costa de Marfil, siendo estos
tres ultimos los mayores productores. Sin embargo, se han registrado bajo licencia
plantas domesticadas en diferentes paises (Figura 3) (Information Facility Global

Biodiversity, 2023)

Actualmente la explotacién y cultivo de esta especie se basa principalmente en
patios traseros, granjas de los agricultores y huertos familiares (Tchokponhoué et
al., 2021). Sin embargo, su demanda va en aumento por sus propiedades
medicinales tanto en fruto como en hoja, semilla y raices (definida més adelante)

(Wilken and Satiroff, 2012; Gorin et al., 2018; Menéndez-Rey et al., 2021).

La necesidad de aumentar los cultivos e introducir esta planta a nivel mundial ha
llevado a distintas investigaciones a enfocarse en la adaptacion de esta planta ante
diferentes medios. Por ejemplo, el uso de aserrin, compost y una combinaciéon de
nitrégeno, fésforo y potasio, junto con un suministro controlado de sombra, puede
mejorar la producciéon en vivero. Ademas, la polinizacién por insectos influye
significativamente en el cultivo (Xingway et al., 2016; Tchokponhoué et al., 2017,
2018, 2019).
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Figura 3| Distribucién geografica de Synsepalum dulcificum en el mundo. Mapa donde se
muestra la actual distribucién de registros de presencia de la planta S. dulcificum
(Schumach. & Thonn.) Daniell. En color rojo se encuentran cultivos silvestres. En
color rosa, representan plantas domesticadas registradas oficialmente. Imagen
obtenida a partir de Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

2.1.5. Propiedades de Synsepalum dulcificum

En la regién de Africa occidental, la planta S. dulcificum juega un papel importante
en la medicina tradicional, donde se le atribuyen diversas propiedades curativas.
Los pobladores locales aprovechan distintas partes de la planta, ya sea en polvo,
té, fresco entre otros. Las hojas frescas se emplean para manejar condiciones como
la diabetes, la malaria, la fiebre y los problemas de incontinencia; las semillas se
utilizan para aliviar molestias estomacales, combatir la anemia y ayudar en la
pérdida de peso; las raices se destinan al tratamiento de la tos y la tuberculosis; y

la corteza se aplica en casos de problemas prostaticos (Fandohan et al., 2017).

Los usos medicinales tradicionales de \S. dulcificum han impulsado investigaciones
cientificas, donde han demostrado diversas aplicaciones terapéuticas. En primer
lugar, se ha comprobado que los extractos de la planta mejoran la resistencia a la
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insulina en modelos animales como ratas, y reducen los niveles de glucosa en
sangre, efectos asociados a la diabetes tipo 2 (Chen et al., 2006; Sco et al., 2015;
Dioso et al., 2016; Obafemi et al., 2017, 2019). Adem4s, se ha demostrado que la
planta inhibe enzimas clave en la digestion de carbohidratos, lo que refuerza su

eficacia en el manejo de esta enfermedad cronica.

El potencial de S. dulcificum para mejorar la experiencia alimentaria de pacientes
sometidos a tratamientos médicos que alteran el sentido del gusto, como la
quimioterapia en pacientes con cancer, se encuentra bajo estudios. En este sentido,
la empresa Baia Food ha realizado un estudio clinico triple ciego, aleatorizado y
controlado por placebo en el Hospital Universitario La Paz, del cual se ha publicado
el protocolo (Lépez-Plaza et al., 2023) los resultados durante 2024 (Lépez-Plaza et
al., 2024).

Por otro lado, se han identificado propiedades antihiperuricémicos, reduciendo los
niveles elevados de acido urico y la inhibicién de la actividad de la xantina oxidasa
en macrofagos. Este efecto reductor tiene como potencial en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el exceso de acido trico, como la gota. Asimismo,
también se ha observado que es capaz de reducir los niveles elevados del colesterol,
ampliando ain mas su espectro de aplicaciones terapéuticas (Shi et al., 2016;
Huang et al., 2020). Ademads, ha mostrado propiedades anticonvulsivas, lo que
sugiere un posible uso en el tratamiento de trastornos neurolégicos (Shi et al.,

2016).

Estudios con relacién al efecto contra el cancer, incluyendo los mas recientes de
(Wagner et al., 2023), muestran que los extractos no solo inhiben células de
melanoma, sino que también ejercen un impacto citotéxico sobre diversas lineas
celulares de cancer colorrectal. Esta accion no solo reduce la viabilidad de las
células cancerosas, sino que ademas promueve la expresion de genes que inducen

la apoptosis (Wang et al., 2011; Wagner et al., 2023)

Esta bioactividad observada en S. dulcificum se debe en su mayoria a los
metabolitos secundarios. Estos metabolitos poseen capacidad antioxidante,
neutralizando los radicales libres, protegiendo las células y tejidos del dano

oxidativo, como por ejemplo los compuestos fendlicos.
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2.2. Metabolitos secundarios: Compuestos fenélicos

Los metabolitos secundarios que se encuentran de forma natural en las plantas,
desempanado un papel en la defensa contra patdgenos y estrés abidtico. Ademas,
actlan como pigmentos que atraen a diversos tipos de polinizadores (Plant

Polyphenols, 1992).

El tipo y cantidad de metabolitos secundarios varia seguin la especie y madurez de
planta y su ubicaciéon geografica. En este sentido, una planta sometida a
condiciones de estrés aumentara la cantidad de metabolitos como mecanismos de
proteccién ante estimulos (Shalaby and Horwitz, 2015). Por ejemplo, plantas
expuestas a mayor radiacién ultravioleta tienden a producir mas polifenoles como
mecanismo de proteccién (Chen et al., 2022). Estos compuestos no solo contribuyen
a la resistencia de la planta, sino que también tienen importancia en la calidad

nutricional y medicinal de los productos vegetales.

Existen varias maneras de clasificar los metabolitos secundarios, sin embargo, una
forma inicial para entender su procedencia es mediante la ruta biosintética a la
que pertenecen, como se observa en la Figura 4. En particular, la via del acido
shikimico, responsable de la sintesis de fenilalanina (aminodcido aromético) y
acido cindmico (Ahmad et al., 2021), se sintetizan los compuestos polifenélicos,
compuestos de interés en la salud humana por su potente capacidad antioxidante,
alta abundancia y diversidad y tolerancia en el consumo humano. Asimismo, otros
compuestos como por ejemplo los carotenoides y glucosinolatos perteneciente a la
ruta del acido mevalinico, también poseen capacidad antioxidante y propiedades
en la salud humana. Sin embargo, los polifenoles se distinguen de otros metabolitos
ya que poseen capacidad para intervenir en multiples procesos biolégicos. También
prevalecen en una amplia gama de alimentos consumidos habitualmente, lo que
los convierte en un foco de atenciéon en la investigaciéon relacionada con la

prevencion de enfermedades crénicas.
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Flavonoides
iy A Polifenoles Ligninas
Acido shikimico .
Taninos
No-Flavonoides
Acidos Fenolicos
Estilbenos
Terpenos
Vias de Alcaloides
sefializacion Esteroides
Acido mevalinico
Carotenoides
Fitosterol
Glucosinolatos
Varias vias de senalizacion involucradas Saponinas

Figura 4| Vias de seiializacién para la biosintesis de metabolitos secundarios.

2.2.1. Estructura de los compuestos fendlicos

Lo compuestos fendlicos pertenecen a la familia aromatica de los fenoles. El grupo
hidroxilo determina su acidez, y el anillo bencénico su alcalinidad (Rappoport,
2003). Estos compuestos, pueden contener uno o més anillos arométicos, conocidos
como grupo fendlico, a los cuales estdn unidos uno o més grupos hidroxilos (-OH)
(Figura 5A y 5B). Existen compuestos fenélicos mas complejos conocidos como
glicésidos. Estan unidos a uno o mas grupos de azlcares que se unen a grupos

hidroxilos o al anillo aromatico (Figura 5 C) (Horowitz and Gentili, 1969).

A) B)  O. OH o) or
OH HO 0
Y e
HO OH OH 0 0
OH HC7 0
HO
HO

Figura 5| Estructuras de polifenoles. A) Representacién de la estructura simple de un
anillo aroméatico enlazado a grupos hidroxilo (OH). B) Acido gélico, un fenol simple
y C) Glucésido de rutina, polifenol unido a un azticar mediante grupos hidroxilo.
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Los polifenoles pueden ser clasificados a partir del nameros de anillos fendlicos, la
presencia de grupos funcionales y la disposicién de los grupos hidroxilo en su
estructura (Ahmad et al., 2021). Si bien, poseen diferentes estructuras, se pueden
clasificar en dos categorias: flavonoides y no-flavonoides (Abbas et al., 2017)
(Figura 7 ). Estas categorias se diferencias en el nimero de atomos de carbono
adyacentes al nucleo bencénico (Chaves et al.,, 2019). Los flavonoides estan
compuestos por tres anillos (A, B y C), un heterociclo oxigenado conocido como
estructura C6-C3-C6 (Figura 6). Por otro lado, el grupo no flavonoides, no comparte
la estructura C6-C3-C6 y se dividen 4cidos fenélicos (C6-C1), lignanos (C6-C3-C3-
C6), estilbenos (C6-C2-C6) y taninos con estructura simple (C6) (Scalbert et al.,
2005).

B) OH

ey,

OH

OH

Figura 6|Diferencia estructural de polifenoles flavonoides y no-flavonoides. (A)
Estructura béasica de un flavonoide y su enumaracién. (B) Enterodiol,
representacion de una etructura de polifenoles no-flavonoides.

Los polifenoles son una amplia clase de compuestos que incluyen flavonoides,
acidos fendlicos, taninos, entre otros. Estos se encuentran en una variedad de
alimentos vegetales como frutas, verduras, té, vino y cacao. La capacidad
antioxidante de un polifenol depende de su estructura quimica, y no es igual en
todos los polifenoles. Por ejemplo, algunos flavonoides, como la quercetina y el
resveratrol, son conocidos por su fuerte actividad antioxidante, mientras que otros
polifenoles pueden tener una capacidad antioxidante menor, o actuar a través de
otros mecanismos biolégicos que no estan directamente relacionados con la
neutralizacion de radicales libres. Ademas, la capacidad antioxidante también
puede depender de factores como la biodisponibilidad del compuesto en el cuerpo,

la interaccién con otros nutrientes, y la forma en que se metaboliza. Por lo tanto,
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aunque los polifenoles en general tienen capacidad antioxidante, esta varia

considerablemente entre los diferentes tipos de polifenoles.

Al consumir estos compuestos a través de la dieta, se promueve la salud humana.
Su capacidad antioxidante protege las células del estrés oxidativo, que esta

relacionado con diversas enfermedades créonicas (Manach and Donovan, 2004).

2.2.2. Mecanismo de accién y salud humana.

Los compuestos fendlicos han demostrado ser eficaces en la prevencion y
tratamiento de diferentes enfermedades. Por ejemplo, las enfermedades
cardiovasculares, como la hipertensién y la aterosclerosis, ya que mejoran la
elasticidad de los vasos sanguineos y ayudan a reducir la inflamacién (Tangney
and Rasmussen, 2013). Estudios recientes también han evidenciado su impacto
positivo en la prevencion de trastornos neurodegenerativos, como el Alzheimer y el
Parkinson, por su accién en la protecciéon neuronal y la inhibiciéon de agregados
proteicos téxicos (Hooper et al., 2008; Hollman et al., 2010; Kaneko et al., 2011; Li
et al., 2012; Gallardo-Fernandez et al., 2023). Otro efecto que se les ha atribuido
es la regulaciéon del metabolismo de la glucosa, ofreciendo beneficios potenciales en
la prevencién y tratamiento de la diabetes tipo 2 (Luo et al., 2006; Wang et al.,
2010; Henning et al., 2013; Diitzmann et al., 2016; Wong et al., 2016; Avila-Galvez
et al., 2021).

44



Antecedentes

~ Polifenoles
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Taninos

Acido fendlicos
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Antocianidinas
Isoflavonas
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Acidos cinamicos

Acidos benzoicos

Ej.Quercenina, Kaempferol,

miricetina

Ej. Epigenina, luteina
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Protocianidinas

Ej. Cianidinas

Ej. Cafeico, clorogénico, ferulico

Ej. Galico, protocatechuic,
siringico, vanilico.

Ej. Catequina, epicatequina,
galocatequina

Ej. Procianidinas

Figura 7| Clasificacién de los polifenoles en dos grandes grupos: flavonoides y no
flavonoides. Entre los flavonoides, se destacan subcategorias como flavonas,
flavonoles, flavanonas, isoflavonas y antocianinas. En el grupo de los no
flavonoides, se identifican acidos fendlicos, lignina, taninos y estilbenos. Este
diagrama ilustra la diversidad estructural de los polifenoles, reflejando la
complejidad.

Por otro lado, se ha observado que los polifenoles pueden jugar un rol en la

reduccion del riesgo de varios tipos de cancer, incluyendo el de higado, mama,

cerebral, prostata y colon. Esto ocurre mediante la modulacién de las vias de

senalizacion celular y la induccién de apoptosis en células cancerigenas.

La accién de los compuestos fendlicos en su mayoria es gracias a la actividad

antioxidante que poseen los polifenoles, ofreciendo proteccion contra el dafo

oxidativo inducido por los radicales libres. Estos mecanismos son fundamentales

para prevenir el desarrollo de estas enfermedades cronicas.
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Antioxidante y su relacion con el estrés oxidativo.
Para comprender el efecto antioxidante de los polifenoles, es decir, su accién frente
al estrés o dano oxidativo es esencial primero definir qué es el estrés oxidativo,

como se produce y el nivel de dafio que estos causan.

1.  Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un proceso en el cual las células experimentan dano y
deterioro. Esto es debido a un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas, conocidas como radicales libres, junto con la disponibilidad y capacidad

de antioxidantes para neutralizarlos (Jaffe and Mani, 2014).

Los radicales libres son moléculas que poseen un electréon desapareado en su
estructura lo que produce inestabilidad en su configuracién electrénica, siendo
altamente reactivos. Esta reactividad conduce a la constante busqueda de alcanzar
estabilidad mediante la obtencién del electron faltante en otra molécula. Esto
generan una cadena de compuestos igualmente inestables, danando estructuras

celulares esenciales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

La produccion de radicales libres en las células ocurre en varios organelos y
sistemas enzimaticos. Ejemplos son peroxisomas, el sistema de citocromo P450,
fagosomas y mitocondrias, siendo estas tultimas donde se produce la mayor
cantidad de radicales libres. Existen diversos tipos de radicales libres, sin embargo,
las especies reactivas de oxigeno (ERO) son las moléculas més dafiinas y
abundantes. Las ERO incluyen el radical superéxido, el peréxido de hidrégeno, el
radical hidroxilo y el acido hipocloroso, derivados del oxigeno y generados en

procesos metabdlicos normales y patolégicos.

La mitocondria es fundamental para la produccion de energia celular a través de
la fosforilacién oxidativa, proceso en el que también se generan especies reactivas
de oxigeno (ERO) como subproductos de la oxidacién de NADH y FADH2. Aunque
estas moléculas son esenciales para la senializaciéon celular y la defensa inmune, su
exceso provoca estrés oxidativo, danando el ADN mitocondrial, proteinas y lipidos,

lo que contribuye a enfermedades como patologias neurodegenerativas,
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cardiovasculares y cancer (Grey, 2000; Armstrong, 2002; Chen et al., 2005; York-
Duran et al., 2019; Ganguly et al., 2021; Foyer and Hanke, 2022; Li et al., 2022).

El dano oxidativo al ADN, especialmente en las mitocondrias, puede inducir
mutaciones que incrementan la inestabilidad genética y, por ende, el riesgo de
cancer (Salehi et al., 2018). Adema4s, la oxidacién de proteinas altera su estructura
y funcion, mientras que la peroxidacién de lipidos es un factor en la progresion de
trastornos neurodegenerativos y cardiovasculares (Ayala et al., 2014; Ezraty et al.,

2017).

A pesar de que las células cuentan con sistemas antioxidantes para regular la
acumulacion de ERO, factores externos como el tabaco y la radiaciéon UV pueden
aumentar su produccion, exacerbando el dafio celular y la disfunciéon mitocondrial,
lo que incluye la liberacién de factores pro-apoptodticos, favoreciendo ain mas el
desarrollo de enfermedades crénicas (Sorescu et al., 2002; Erickson et al., 2008;

Fecher et al., 2019; Bastian et al., 2021; Sadasivam et al., 2022).

ii. Antioxidantes

Segun B. Halliwell, los antioxidantes son sustancias o acciones que retardan,
previenen o eliminan el dafio oxidativo (Halliwell et al., 1997). Actualmente se
conocen como compuestos que tienen la capacidad de neutralizar radicales libres,

moléculas productoras de estrés oxidativo y de dano celular.

Estas moléculas desempenan un papel fundamental en la proteccién de las células
frente al estrés oxidativo. Pueden clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos,
dependiendo de su mecanismo de acciéon. Su funciéon es crucial para preservar la
integridad y la homeostasis celular, lo cual es esencial para prevenir el deterioro y
envejecimiento, asi como diversas enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo (Leibovitz and Siegel, 1980; Irato and Santovito, 2021; Yafiez et al.,
2023).

El1 ADN, ARN, proteinas, carbohidratos y lipidos son las principales dianas de los
radicales libres. Asi es como los organismos aerobios han desarrollado mecanismos
antioxidantes para proteger estos componentes. Estos mecanismos se basan en

procesos redox. Este mecanismo se basa en la donacién de un electron o atomo de
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hidrégeno al radical libre, estabilizando su electréon desapareado y neutralizando
su reactividad. De esta forma se reduce el potencial de dafo celular. Hasta ahora
se han identificado numerosas sustancias naturales con capacidad antioxidante,
como el acido ascoérbico, tocoferoles, carotenoides, acidos fendlicos, flavonoides,
aminoacidos y proteinas, buscando minimizar el uso de antioxidantes sintéticos

(He et al., 2024).

2.2.3. Obtencién de compuestos fendlicos

La obtencién de compuestos fenodlicos con propiedades antioxidantes es
fundamental para diversas industrias. Su importancia radica en su potencial
aplicacién en la formulacién de alimentos funcionales, productos farmacéuticos y

cosméticos con efectos beneficiosos para el organismo.

La obtencién de compuestos fendlicos requiere una seleccién meticulosa del método
de extraccion, con el fin de garantizar tanto la eficiencia del proceso como la
conservacion de las propiedades bioactivas de los compuestos. Las variaciones en
los métodos de extraccion pueden tener un impacto significativo en la cantidad y
tipo de los compuestos obtenidos. Por ejemplo, la extraccién mediante disolventes,
un método tradicional ampliamente utilizado, es efectivo, pero puede demandar un
tiempo prolongado. Por otro lado, el uso de solventes organicos no siempre es
recomendable debido a sus posibles efectos adversos. En la Figura 8, se observa el
tipo de compuesto que se obtiene segin el disolvente empleado (Alara and

Abdurahman, 2019).
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POLAR
Agua Acidos carboxilicos
Acetonitrilo Alcoholes
Metanol Aminas
Etanol Aminas
i . Grupo
Disolvente Acetona Aldehidos funcional
Cloroformo Cetonas
Tetrahidrofurano Esteres
Eter de petroleo Eteres
Hexano Hidrocarburos
APOLAR

Figura 8| Clasificacién de disolventes y grupos funcionales segtiin su polaridad. Distribucién
de disolventes comunes y grupos funcionales organicos en una escala de polaridad,
desde polares a no polares.

En contraste, técnicas mas avanzadas, como la extraccién asistida por ultrasonido
o la extraccién con fluidos supercriticos, permiten obtener rendimientos superiores
y una mejor preservacion de las propiedades antioxidantes. Sin embargo, estas
técnicas requieren una mayor 1nversion en tecnologia y equipamiento
especializado. Por tanto, debe ser considerado en funcion de los objetivos y recursos

disponibles para la extraccion.

Actualmente, existen diversas estrategias de extracciéon de compuestos, y todas
ellas emplean disolventes como base para el proceso de extraccion. La elecciéon del
disolvente y del método adecuado depende del tipo de muestra y de los compuestos
especificos que se desean extraer. Entre los métodos de obtenciéon existen
maceracion, percolacion inferior, infusion, digestion, extraccion en serie y Soxhlet
(Sticher, 2008; Alara et al., 2018). Alternativas como extraccién por CO2
supercritico, microondas, ultrasonidos, enzimas y fluidos presurizados pueden

aumentar el rendimiento (Kaufmann and Christen, 2002).
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Para la obtencién de los compuesto fendlicos los disolvente comtnmente utilizados

son el etanol y metanol, debido a que son altamente polares, lo que ayuda en su

eficacia en la obtencién de compuestos fenédlicos (Alara et al., 2021). Por ejemplo,

en estudios realizados con S. dulcificum, estos solventes han permitido extraer

aproximadamente el 50% de los fenoles totales presentes en la muestra (Han et al.,

2019). En la Tabla 8, se observa ejemplos de los disolventes empleado actualmente

y su indice de polaridad (Snyder, 1978).

Tabla 3|Disolventes convencionales utilizados para la extraccibn de compuestos
polifendlicos.

Solvente

Descripcién

fndice de
polaridad

Agua

Acetona

Al ser un disolvente inocuo es una opcién segura y
adecuada para aplicaciones alimentarias y
farmacéutica. Es el disolvente con mayor indice de
polaridad. Los polifenoles que generalmente se
extraen son polares como taninos, acidos fendélicos y
flavonoides.

Este disolvente es un solvente organico de polaridad
media, se utiliza especialmente en aplicaciones de
laboratorio y de investigacion. Extrae compuestos de
diferentes  estructuras y  polaridades como
flavonoides, acidos fendlicos, taninos condesados y
estilbenos.

10,2

5,1

Metanol

Disolventes polares ampliamente utilizados en la
extracciéon de compuestos fendlicos, con un indice de
polaridad cercano al del etanol. Tiene una alta
capacidad de extraccién y es eficaz para la obtencion
de una variedad de fenoles. Sin embargo, su toxicidad
limita su uso en aplicaciones que involucran
productos destinados al consumo humano. Extraer
compuestos como flavonoides, acidos fendlicos,
taninos, lignanos, estilbenos.

5,1

Etanol

Cloroformo

Corresponde a uno de los disolventes polares mas
utilizados para la extraccion de compuestos fendlicos,
especialmente en aplicaciones alimentarias vy
farmacéuticas ya que es seguro para el consumo
humano y tiene una buena capacidad para solubilizar
una amplia gama de compuestos fendlicos como
metanol. flavonoides, acidos fendlicos, taninos,
lignanos, estilbenos.

A pesar de su toxicidad y la preocupacién por su
impacto ambiental, el cloroformo se ha utilizado en la

4,3

4,1
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extraccion de compuestos fendlicos apolares,
especialmente en investigaciones de laboratorio. Sin
embargo, su uso se ha reducido debido a
consideraciones de seguridad. Extraer como lignanos,
estilbenos y algunos flavonoides apolares

Cloruro de Este disolvente apolar es eficaz en la extraccién de 3,1
compuestos fenélicos y se utiliza en aplicaciones de
laboratorio y en la industria farmacéutica debido a su
volatilidad. Sin embargo, su toxicidad y el potencial
carcinogénico hacen que su uso deba manejarse con
precauciéon. Extrae compuestos como lignanos,
estilbenos, flavonoides apolares y algunos acidos
fendlicos y sus derivados.

metileno

Hexano El hexano es un disolvente no polar que se utiliza en 0,1
la extraccion de compuestos fendlicos lipofilicos, como
los presentes en aceites vegetales y grasas. Es comin
en la obtencion de antioxidantes de aceites naturales.

Eter de Aunque menos comun en aplicaciones alimentariasy 0,1
farmacéuticas debido a su toxicidad, el éter de
petrdleo se utiliza en la extraccién de compuestos
fendlicos volatiles y no polares.

petroéleo

A pesar de la efectividad de los disolventes organicos, su uso intensivo y la alta
produccién de residuos generan un impacto ambiental significativo. Estos
disolventes, al ser volatiles, reaccionan con otros contaminantes en la atmodsfera
para formar ozono, contribuyendo a la contaminacién del aire. Ademas, son toxicos
para los organismos acuaticos, ya que cuando se liberan en cuerpos de agua,
pueden afectar negativamente a peces, plantas acuaticas y otros organismos. Los
derrames y la mala gestion de estos disolventes pueden llevar a la contaminacién
del suelo y del agua subterranea, lo que a largo plazo puede afectar la calidad del
agua potable y la salud de los ecosistemas terrestres. La exposicion a disolventes
organicos también puede tener efectos adversos en la salud humana, incluyendo
problemas respiratorios, dafos al sistema nervioso central y efectos cancerigenos.
Estos riesgos no solo afectan a las personas que trabajan directamente con estos
disolventes, sino también a las comunidades cercanas a las areas contaminadas
(Junior et al., 2022). Los disolventes naturales eutécticos profundos, conocidos
como NaDES (Natural Deep Eutectic Solvents), pretenden ser solucién sostenible

y amigable con el entorno.
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Los NaDES es el producto de una mezcla de dos o mas metabolitos primarios o
secundarios solidos que forman un liquido viscoso con un punto de fusién
(solidificacién) més bajo que el que poseen dichas sustancias por separado. Motivo
por el que estos disolventes son denomina “eutécticos”. El término “profundo”
deriva por su capacidad de interactuar con diferentes tipos de solutos y disolver

moléculas que no son faciles de obtener como disolventes tradicionales.

Los NaDES, generalmente son formados por la unién de un donante de hidréogeno
(por ejemplo, acido citrico, 4cido méalico o glucosa) y un aceptor de hidrégeno (como
cloruro de colina o urea). Mediante la geometria y entorno quimico que compone al
NaDES forman una matriz ordenada de hidrégenos capaces de capturar los

compuestos de interés (Liu et al., 2016).

Estos disolventes se destacan por su biodegradabilidad, son reutilizables, y
miscibles en agua. Presentan baja o nula toxicidad, incluso para ciertos procesos
no es necesario su remocioén puesto que es inocuo para el consumo humano y flora
fauna (Paradiso et al., 2016; Choi and Verpoorte, 2019; Ali et al., 2020). La
reduccion de la huella ambiental en los procesos de extraccién los vuelve una opcion
prometedora y sostenible para el uso industrial. La eficacia de extraccion de estos
disolventes logra superar una amplia gama de solventes capaz de aumentar el
rendimiento en un 200%, y su diseno se puede ajustar para extraer compuestos de

manera selectiva (Liu et al., 2018; Ali Redha, 2021).

La eficacia en la extraccion de compuestos fendlicos mediante NaDES depende en
gran medida de la estructura especifica de estas moléculas y de la interaccién con
los metabolitos presentes en la matriz de extraccion. Por ejemplo, estudios
recientes han demostrado que NaDES como colina-cloruro + acido lactico pueden
ser especialmente eficaces para extraer flavonoides de matrices vegetales debido a
la fuerte interaccién de los grupos hidroxilo del fenol con los componentes del
disolvente. Asimismo, se ha observado que la composiciéon y polaridad de los
NaDES pueden ajustarse para mejorar la selectividad y eficiencia de la extraccion.
Sin embargo, el estudio de estos disolventes y su relacion con los diferentes tipos

de compuestos fendlicos aun es un desafio.
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2.3. Modelizacion de sistemas complejos

La modelizacion de sistemas complejos es una herramienta que ayuda a
comprender, predecir y manejar comportamientos que involucra maultiples
componentes. Modelar un sistema complejo implica la habilidad de manipular y
ajustar parametros mediante simulaciones computacionales, obteniendo

resultados que ayudan a la toma de decisiones (Institute of Biomedical Imaging,

2020).

El aprendizaje automatico, o mejor conocido como Machine Learning por su
traduccién en inglés, es una rama de la inteligencia artificial (IA). Se fundamenta
en la utilizacion de algoritmos y bases de datos para simular el proceso de
aprendizaje humano. La finalidad de la IA es desarrollar modelos informaticos que
muestren comportamientos inteligentes similares a los humanos, como responder
a través de imagenes visuales, texto en lenguaje natural o ejecutar acciones en el
mundo fisico. Los algoritmos de aprendizaje automatico se dividen en tres

categorias:

2.3.1.Aprendizaje supervisado

Estos algoritmos se basan en un aprendizaje previo mediante un sistema de
etiquetado asociado a ciertos datos, lo que permite tomar decisiones o generar
predicciones. En funcién del tipo de resultado que se necesite (salida), existen dos
tipos de modelos: Regresion o Clasificacion. Si la variable es continua, es decir,
numérica, es considerado un problema de regresién, mientras que si la variable es
discreta, es un problema de clasificacion. Por ejemplo, la creaciéon de una base de
datos con secuencias genéticas que estan etiquetadas con presencia o ausencia de
ciertas enfermedades hereditarias. Estos modelos pueden predecir la probabilidad
de que un individuo desarrolle una enfermedad basandose en su informacion

genética.

2.3.2.Aprendizaje no supervisado

Estos algoritmos tienen como objetivo encontrar patrones que permitan organizar
los datos segtn el nivel de similitudes que existe entre ellos. Este aprendizaje no
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cuenta con un sistema de etiquetado, por el contrario, suelen utilizarse como
herramientas de agrupamiento. Por ejemplo, al tener patrones de expresion
genética con diferentes condiciones, el algoritmo permite agrupar dichos genes

indicando que estan coregulados o participan en vias metabdlicas comunes.

2.3.3.Aprendizaje por refuerzo

Este algoritmo esta disenado para aprender a partir de la experiencia, sin
necesidad de datos previamente etiquetados. Se entrena a través de un método de
prueba y error dentro de un entorno controlado, donde las decisiones correctas son
recompensadas. Por ejemplo, enseflar a un robot a realizar tareas complejas en
entornos dinamicos.

La aplicacién de aprendizaje automatico en el estudio de las propiedades bioactivas
de las plantas ha demostrado ser un enfoque prometedor, con estudios recientes
como el de Richard-Bollans et al. (2023), donde han desarrollado modelos para
predecir el potencial antiplasmodial de diversas especies de plantas. Por otro lado,
Garcia-Pérez et al., (2021) han identificado los factores clave implicados en la
biosintesis de compuestos fenélicos en plantas medicinales. Adem4s, (Taghadomi-
Saberi et al., 2018) han trabajado en la prediccién de compuestos volatiles
esenciales para clasificar con precisién aceites esenciales. Sin embargo, este campo
aun enfrenta desafios significativos, particularmente en la obtencién y prediccién

de compuestos con propiedades antioxidante relevantes para la salud humana.

En este contexto, la presente tesis aborda estos desafios mediante la exploracién
de S. dulcificum, una planta de interés por sus potenciales compuestos bioactivos.
Para ello, se empleara la herramienta Orange3, un software de cédigo abierto que
permite la integracién de diversos algoritmos de aprendizaje automatico. Esta
herramienta es esencial para analizar patrones complejos en los datos y construir
modelos predictivos robustos. A través de esta metodologia, se busca no solo
profundizar en el conocimiento de S. dulcificum, sino también abrir nuevas vias
para la valorizacién de otras especies vegetales, promoviendo asi la innovacién en

la creacién de “superalimentos”.
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3. Objetivos

Valorar las propiedades de la planta Synsepalum dulcificum, incluyendo el

producto Dried Miracle Berry (DMB®), semillas y hojas utilizando disolventes

organicos para la extraccién de compuestos fendlicos, con el fin de explorar su

potencial aplicacién en las industrias farmacéutica, cosmética y alimenticia; vy,

paralelamente, evaluar la eficacia de los Disolventes Naturales Eutécticos

Profundos (NaDES) en la extraccién de compuestos fendlicos y la prediccién de su

poder antioxidante utilizando machine learning.

3.1. Objetivos Especificos

1.

Optimizar las condiciones de extraccion de compuestos fendlicos de S.
dulcificum (incluyendo DMB®, semilla y hoja) utilizando disolventes
organicos, evaluando la eficacia de estos extractos mediante el analisis de

su capacidad antioxidante.

. Caracterizar quimicamente los extractos obtenidos de DMB®, semillas y

hojas de S. dulcificum mediante técnicas avanzadas como HPLC y GC-MS.

Analizar las propiedades biolégicas de los extractos de S. dulcificum,
evaluando su potencial anticancerigeno e inmunoestimulante mediante

estudios con cultivos celulares in vitro.

Determinar la seguridad alimentaria de los extractos de DMB®, semillas y

hojas de S. dulcificum mediante ensayos de hemaglutinaciéon y hemolisis.

Evaluar la eficacia de NaDES en la extracciéon de compuestos fendlicos y
predecir la capacidad antioxidante de estos compuestos mediante algoritmos
de aprendizaje automéatico (Machine Learning) basados en la informacién

nutricional de las frutas seleccionadas.
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4. Materiales y métodos

La presente tesis se desarroll en el Centro de Tecnologia Biomédica del campus
Montegancedo de la Universidad Politécnica de Madrid, Espafna, donde se llevaron
a cabo los principales estudios y experimentos. No obstante, una parte significativa
del trabajo fue realizada durante una estancia internacional, en la Universidad
Catolica del Maule en la cuidad de Talca, Chile. En esta estancia el objetivo fue la
validacion del método de cuantificacion antioxidante y la recoleccion,
procesamiento y analisis de diversas frutas de interés empresarial detallados mas

adelante.

En el desarrollo de este estudio, nos vimos en la necesidad de delimitar el uso de
ciertos disolventes y parametros debido a limitaciones de tiempo y la necesidad de
acotar el alcance del estudio. Aunque la metodologia inicialmente planteada
consideraba un abordaje mas amplio, se opté por priorizar aquellos disolventes y
materiales vegetales que ofrecian mayor relevancia cientifica y viabilidad
experimental en el contexto de nuestra investigacién. En la Figura 9, se muestra

un esquema de lo que se vera en esta seccion de Materiales y Métodos.

[ Material vegetal ]
[

v 2 ]
N\
DMB® Semilla y hoja Grupo de frutas con
Synsepalum dulcificum interés comercial

1

- ™~ Extracciéon de !

Evalua:cmn e _108 Evaluacién del Evaluacién de los compuestos |
parametros: p disol . Disolventes Natural fendli :

i . parametro disolvente: 1solventes Naturales SGIEES ¥y !
tanol. i , Agua, etanol y Eutécticos Profundo Cuantlflca.cmn de !
etanol, tiempo y razon metanol. (NaDES) capagldad !

. muestra-disolvente / antioxidante !

Eleccién del mejor parametro con
relacion a capacidad antioxidante
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Figura 9| Esquema general de la metodologia empleada en el estudio.
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4.1. Material vegetal

4.1.1. Synsepalum dulcificurn (DMB®, semilla y hoja)

Para el estudio de los compuestos fendlicos de la planta S. dulcificum, la empresa
Baia Food proporcioné toda materia prima utilizada en este estudio. Donde fueron

cosechadas y procesadas en Ghana, Africa, en el afio 2018.

En el caso de la baya de S. dulcificum, se utilizé pulpa y piel de la baya. Estas se
encontraban liofilizadas y envasadas bajo la marca registrada como DMB®. La
fruta se empledé tal como fue comercializada, sin que se realizara ninguna

intervenciéon adicional en su procesamiento.

En relaciéon con la semilla, se obtuvieron semillas liofilizadas en Ghana, que se
trituraron utilizando una batidora de inmersién (Qilive Q.5336, Croix, Francia) y
se almacenaron en frascos de vidrio protegidos de la luz dentro de un desecador a
temperatura ambiente (entre 19 y 20 °C). Por otro lado, se obtuvieron también
semillas congeladas, las que se descongelaron a temperatura ambiente durante
tres horas, se lavaron con agua destilada y se secaron durante 12 horas a 40°C. Se
trituraron utilizando una batidora de inmersién (Qilive Q.5336, Croix, Francia) y
se almacenaron en frascos de vidrio dentro de un desecador a temperatura

ambiente (entre 19 y 20 °C).

Con relacion a las hojas, estas fueron transportadas frescas a temperatura
ambiente desde Ghana a Madrid. Se lavaron con agua destilada y se eliminé el
tallo residual. Posteriormente, se congelaron a -80°C durante 24 horas y se
liofilizaron (BIOBASE BK-FD10, Shandong, China) durante 48 horas, a una
presion de 0,3mPa y a una temperatura del condensador de -60°C. Posteriormente,
se trituraron utilizando batidora de inmersién (Qilive Q.5336, Croix, Francia) y se
almacenaron en frascos de vidrio protegidos de la luz en un desecador a

temperatura ambiente (entre 19 y 20 °C).
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4.1.2. Frutas de interés comercial

Para el analisis del contenido fendlicos y la evaluacion de los NaDES, se utilizaron

diferentes frutas de interés comercial.

Para ello, la empresa Baia Food proporcioné 15 diferentes frutas: acai (Euterpe
precatoria Mart.), acerola (Malpighia emarginata), arédndano (Vaccinium

corymbosum), banana (Musa paradisiaca), frambuesa (Rubus idaeus), fresa
(Fragarja ananassa), guarana (Paullinia cupana), kiwi (Actinidia deliciosa), limén

(Citrus limon), lacuma (Pouteria Iucuma), manzana (Malus domestica), maqui
(Aristotelia chilensis), naranja (Citrus sinensis), papaya (Carica papaya), pina
(Ananas comosus). De estas frutas, se utilizaron tanto la pulpa como ya liofilizadas

y procesadas por la empresa.

Ademas, se adquirieron cinco frutas frescas en diversos supermercados en Espafna
durante el afio 2022: aguacate (Persea americana), ciruela (Prunus domestica),
datil (Phoenix dactylifera), pitaya (Selenicereus undatus) y uva (Vitis vinifera).
Estas frutas se lavaron con agua destilada y se eliminaron las semillas.
Posteriormente, las frutas se trituraron utilizando una batidora de inmersién
(Qilive Q.5336, Croix, Francia) hasta obtener una mezcla homogénea. La mezcla
se extendié en una placa de metal con un grosor maximo de 1 cm para asegurar
una correcta liofilizacién. Luego, la mezcla se congeld a -80°C durante 24 horas y
se liofiliz6 (BIOBASE BK-FD10) durante 48 horas, a una presién de 0,3 mPa y a
una temperatura del condensador de -60°C. Las muestras liofilizadas se
pulverizaron con un mezclador de inmersién (Qilive Q.5336, Croix, Francia), y se
almacenaron en frascos de vidrio protegidos de la luz en un desecador a

temperatura ambiente (entre 19 y 20 °C).

Por dltimo, se cosecharon 8 frutas frescas en la region del Maule, San Clemente,
Chile, y se procesaron en el laboratorio de la Universidad Catoélica del Maule, Chile
siguiendo el mismo procedimiento detallado anteriormente. Las frutas fueron:
arrayan (Luma apiculata), caqui (Diospyros kaki), chilco (Fuchsia magellanica),
feijoa (Acca sellowiana), uchuva o golden berry (Physalis peruviana), ginkgo

(Ginkgo biloba), peumo (Cryptocarya alba) y tuna (Opuntia ficus-indica).
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Para los ensayos de hemaglutinacién se utilizé como control positivo alubia cruda
(Phaseolus vulgaris). La alubia se recolecto en un supermercado de Espafia. Se
trituré hasta obtener un polvo homogéneo con una batidora de inmersion. y se

almacené en frascos de vidrio en un desecador a temperatura ambiente (entre 19

y 20 °C).

4.1.3. Infusiones comerciales

Con el proposito de realizar una comparativa de distintas infusiones que estan el
mercado actualmente con la hoja de Synsepalum dulficicum se obtuvieron distintos
tipos de infusién en diferentes supermercados de Madrid, Espana. De los cuales
fueron: verde, blanco, negro, rooibos, jazmin, yerba mate, menta, jazmin y

manzanilla y oolong

4.2. Obtencion de compuestos fendlicos totales en Synsepalum

dulcificum

Con el objetivo de identificar las condiciones éptimas para la recuperacion de
compuestos fenodlicos en DMB®, se evaluaron tres parametros clave: el tipo de
disolvente (agua y etanol en concentraciones del 30%, 70% y 100%), la relacién
peso-volumen de muestra a disolvente (1:10 p/v, 1:50 p/v y 1:110 p/v), y el tiempo
de extraccién (0, 1, 2 y 3 horas). Previamente se estudié un gradiente de etanol, el
cual, consisti6 en evaluar distintos porcentajes de etanol (10-20-30-40-50-60-70-80-
90y 100 % en DMB® y para contrastar con otras frutas, se utilizaron como control

positivo ciruela y arandano, y como control negativo, paraguaya.

Para las muestras de semilla y hoja, se investigaron diferentes disolventes,
incluyendo agua, etanol (en concentraciones de 30%, 70% y 100%) y metanol (en
concentraciones de 30%, 70% y 100%), manteniendo constante una relacién

muestra-disolvente de 1:10 p/v y un tiempo de extracciéon de 1 hora.

Para llevar a cabo las extracciones, se pesaron 50 mg de muestra en frascos de
vidrio color ambar, con el fin de proteger los compuestos fendlicos de la degradacion
por luz. Se anadié el disolvente correspondiente y la extraccion se realizdé a

temperatura ambiente (19-20 °C) bajo agitacién magnética constante.
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Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 8500 g durante 20 minutos a
20 °C. El sobrenadante obtenido se almacené a -20 °C, protegido de la luz, hasta
su uso posterior. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, se realizaron

tres ensayos independientes para cada combinacién de parametros.

4.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos

4.3.1. Cuantificaciéon de contenido total de fenoles (CTF)

La determinacién del contenido total de fenoles (CTF) se realizé mediante el
método de Folin-Ciocalteu (Folin and Ciocalteu, 1927) con algunas modificaciones.
Se preparé una solucién de Na2COs al 20% (p/v) (Labkem, Barcelona, Espafia), la
cual se calent6 hasta ebullicion y se dejé reposar durante 24 horas. Los extractos
se prepararon a una concentraciéon de 1 mg/ml en agua destilada. En un volumen
de 100 nL del extracto se anadieron 5 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (PanReac
AppliChem,Barcelona, Espafia) y se dejé reposar durante 15 minutos. Luego, se
anadieron 15 pL de la solucién de NasCOs y se incub6 durante 2 horas en
oscuridad. La absorbancia se midié a 765 nm en un espectrofotémetro (BIOBASE-
EL 10A, Shandong, China), se utilizaron disolvente correspondiente de cada
muestra como blanco.

Los resultados se expresaron como mg de muestra equivalentes de acido galico por
gramo de muestra en peso seco (mg/GAE g PS). Expresar la cantidad de
compuestos fendlicos en términos de equivalentes de acido galico, un polifenol
estandar comun en la investigacion facilita la comparaciéon de resultados. Por ello,
se preparé una curva estandar de 4cido gélico (PanReac AppliChem ITW Reagents,
Barcelona, Espafia). Primeramente, se realizaron diluciones a distintas
concentraciones con volumen final de 100 pL utilizando agua destilada
(concentraciones 0-2,5-5-10-15-20-25-30 pg/mL). Se agregaron 5 pL de reactivo
Folin-Ciocalteu y se dejé reposar durante 15 minutos. Posteriormente se agregaron
15 pL de solucién de Na2COs al 20% y se incub6 durante 2 horas en oscuridad. La
absorbancia se midi6 a 765 nm en un espectrofotometro, utilizando agua como

blanco. Se realizaron 3 ensayos independientes.
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Se utiliz6 la siguiente formula para expresar los resultados:

mg mlL
mg GAE/ g DW = (eqm*?) * DF /1000

eq mg/mL: valor interpolado de la curva estandar de acido galico; mL: volumen de

extraccion; g: masa de extraccion; DF: factor de dilucion.

4.3.2.Cuantificaciéon de contenido total de flavonoides totales

La cuantificacién de flavonoides totales se realizé mediante el método de E. Pérez-
Pérez et al., 2014 con ciertas modificaciones. Se utilizaron 100 pL de extracto
fenélico a 50 mg/mL, a los que se aftiadieron 30 pL de nitrito de sodio (NaNOs) al
5% (PanReac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, Espafa) y 400 uL de agua
destilada, dejando reposar la mezcla durante 5 minutos. Posteriormente, se
agregaron 30 uL de cloruro de aluminio (AlCl;) al 10% (PanReac AppliChem ITW
Reagents, Barcelona, Espafia) y se dejé reposar otros 5 minutos. Finalmente, se
afiadieron 200 pL de hidréxido de sodio NaOH) a 1M (PanReac AppliChem ITW
Reagents, Barcelona, Espafia) y 240 nL de agua destilada. Se utilizé como blanco
el disolvente correspondiente en cada caso. La absorbancia se midié a 506 nm en

un espectrofotometro.

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Quercetina (mg QE/g PS)
por gramo de muestra en peso seco (PS). Expresar la cantidad de compuestos
fenodlicos en términos de equivalentes de quercetina, un flavonoide que se utiliza

como estandar comun en la investigacion, facilita la comparaciéon de resultados.

Para la curva estandar de quercetina (Alfa Aesar Thermo Fisher Scientific,
Liverpool, United Kingdom), se realizaron diluciones a distintas concentraciones
(20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 pg/mL) en metanol absoluto, con un volumen final de
100 pL. Estas diluciones se cuantificaron de la misma manera que las muestras,
utilizando como control el disolvente metanol. La absorbancia se midi6 a 506 nm

en el espectrofotometro. Se realizaron 3 ensayos independiente.
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4.3.3. Determinacién de capacidad antioxidante mediante Ila

eliminacion de radicales DPPH

La determinaciéon de la capacidad antioxidante utilizando el radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*) siguiendo el método descrito por Bondet et al.,
(1997) con modificaciones. El radical DPPH+ es un compuesto estable que se
caracteriza por su color violeta intenso en solucion, debido a la presencia de un
electron desapareado. Cuando un antioxidante esta presente, este puede donar un
electrén o un atomo de hidrégeno al radical DPPH ¢, neutralizandolo y provocando
un cambio de color en la soluciéon de violeta a amarillo palido. La disminuciéon en
la absorbancia es directamente proporcional a la capacidad antioxidante del
compuesto evaluado.

En placas de 96 pocillos, las muestras se diluyeron a 5 mg/ml con un volumen total
de 65 ulL en agua destilada. Posteriormente, se agregaron 196 pl. de DPPH
(aldrich, Minnesota, EE. UU.) a 200 mg/mL preparado en metanol absoluto.
Después de 30 minutos de incubacién en oscuridad, se midi6 la absorbancia a 517
nm en un espectrofotémetro (BIOBASE-EL 10A, Shandong, China), utilizando
cada disolvente correspondiente como blanco.

Los resultados se expresaron como pmol equivalente de trolox por gramo de
muestra en peso seco (umol trolox/g PS). El trolox es un compuesto fenélico con alta
capacidad antioxidante y es utilizado como estandar comtun en la investigacién, lo
que facilita la comparacién de resultados.

Para la curva estandar de trolox, se realizaron diluciones a distintas
concentraciones (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 pM) en metanol absoluto,
con un volumen final de 100 pL. Estas diluciones se cuantificaron de la misma
manera que las muestras, utilizando como control el disolvente metanol. La

absorbancia se midi6é a 506 nm en el espectrofotometro.

Se utiliz6 la siguiente formula para expresar los resultados:

Ac (control) — As(sample
Porcentaje de inhibicion [%] = ( ( ) ( ple)

Ac(control) ) *100

Ac: absorbancia de DPPH sin extracto (absorbancia inicial)
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As: absorbancia DPPH con extracto (absorbancia final).

Porcentaje de inhibicion [%] eq uM trolox * L
9

umol trolox g /DW =

L: Volumen de extraccion en litros

g: Gramos de extraccién

4.4. Identificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC y

CG/MS

4.4.1. Preparacion de los extractos

Se extrajeron los compuestos de DMB® con agua y semilla y hoja con etanol al 40%
durante 1 hora, a una razon de 1:10 p/v, a 20 °C. Luego, se centrifugé durante 20
minutos a 8500 g y 20 °C. Se obtuvo el sobrenadante y se filtr6 con una membrana
PES de 0,22 um. Posteriormente, se congelaron a -80 °C durante 24 horas y se
liofilizaron durante 48 horas a una presiéon de 0,0003 Pa y una temperatura del
condensador de -60 °C. Posteriormente, se resuspendieron en metanol absoluto y
se realizé una diluciéon de 1:100 v/v. Fnalmente, se almacenaron protegidas de la

luz a 4°C.

4.4.2. Analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

Se 1dentificaron 12 compuestos polifendlicos con alta capacidad antioxidante
mediante patrones estandar. La informacion de los estandares utilizados se

muestra en Anexo 3.

Se realiz6é mediante analisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en
un sistema HPLC JASCO Serie 4000 (JASCO, Espana) equipado con un detector
de matriz de fotodiodos (DAD), utilizando una columna Fortis C18 (250 mm X 4,6

mm, 5 um) a temperatura ambiente.

La deteccion de los compuestos fendlicos de DMB® se realizé utilizando un detector
DAD a las siguientes longitudes de onda: 271 nm para la deteccién de acido galico,

acido protocatéquico y acido siringico; 282 nm para la deteccion de catequina,
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vainillina, acido salicilico y acido cinamico; 323 nm para la deteccion de acido
cafeico, acido p-cumdrico y acido trans-ferulico; y 370 nm para la deteccién de

rutina y quercetina.

Los compuestos se separaron con una elucién en gradiente utilizando diferentes
proporciones de solucién acuosa de acido acético al 2 % (v/v) (A) y acetonitrilo (B).
Las condiciones del método de gradiente fueron las siguientes: inicialmente, 10 %
de fase B; a continuacién, aumento lineal de 10 % a 21 % de B durante los primeros
6 min; mantenimiento de las condiciones hasta el minuto 12; aumento lineal de B
a 35 % de 12 a 15 min; mantenimiento de las condiciones hasta el minuto 22;
aumento lineal de B a 50 % de 22 a 28 min; y, por ultimo, disminucién lineal a 10
% de B entre 28 y 32 min todo ello en un caudal de 1 mL/min. El reequilibrio de la
columna se realiz6 utilizando las condiciones de partida durante 6 min antes del

siguiente ensayo. El analisis total por muestra se realizé en 38 min.

La cuantificacién de la extraccién de los compuestos se midié mediante el area bajo
la curva del pico y se calculé utilizando las curvas de calibraciéon preparadas con
soluciones estandar para cada compuesto. Los resultados, expresados como ug de

compuesto fenédlico por g de peso seco (PS), se obtuvieron utilizando la ecuacién:

[Compuestos fendlicos (ug/L) |
( muestra PS (g))

Compuestos fenoélicos (ug/(g PS) = x (L disolvente)

Donde [compuestos fendlicos] es la concentracién de los compuestos fenélicos
expresada en ug/Li, medida por HPLC y calculada con la curva de calibracion;
muestra PS, es la cantidad de muestra seca utilizada expresada en g Y L
disolvente, es la cantidad de disolvente utilizado durante la extraccién expresada

en L.
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4.4.3. Analisis mediante Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas (GC-MS)

Se realizé el andlisis mediante el equipo Thermo TSQ DUO (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). El helio sirvi6 de fase mévil con un caudal de
1 mL/min, y la temperatura del inyector se mantuvo a 220°C. La columna RTX5-
ms se utilizé en las siguientes condiciones: temperatura inicial de 40°C durante 4
min. a 270°C a una velocidad de 12°C/min, que se mantuvo durante 7 minutos. El
sistema de espectrometria de masas funcioné en modo de ionizacién por electrones

(EI) a 70 eV.

La interpretacion de las masas detectadas se realizé a través del Instituto Nacional

de Estandares y Tecnologia (NIST).

4.5. Efecto anticancerigeno en cancer colorrectal

Los ensayos celulares se realizaron para evaluar el potencial terapéutico de las
diferentes partes de la planta de S. dulcificum en diferentes contextos bioldgicos.
Se llevaron a cabo pruebas de CI50 (concentracién inhibitoria media) en lineas
celulares cancerosas para determinar y evaluar la efectividad de los extractos en

la posible inhibicién del crecimiento tumoral.

La preparacion de los extractos se detalla en la seccion 4.4.1, pagina 63. Sin
embargo, al obtener el sobrenadante resultante se filtraron con membrana PES

0,22 um en una campana de flujo laminar para evitar posible contaminacién.

Se utilizaron las lineas celulares de cancer colorrectal DLD-1, HT-29, SW480 y
SW620, obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EE.
UU.). Estas lineas celulares son modelos utilizados en la investigacién del cdncer
colorrectal, ya que representan diferentes etapas y perfiles moleculares de la
enfermedad. Las lineas DLD-1, HT-29 y SW480 se derivan de tumores primarios
de cancer colorrectal, mientras que la linea SW620 proviene de un sitio

metastasico, permitiendo el estudio de la progresion y diseminaciéon del cancer.

Se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-High Glucose,

Dominique Dutscher, Francia) con suero bovino fetal al 10 % (FBS, PAN Biotech,
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Alemania), penicilina/estreptomicina al 1 % (Corning, Nueva York, NY, EE. UU.)
y L-glutamina 2 mM (FBS, PAN Biotech, Alemania, a 37 °C con 5 % de CO2 en
una incubadora (Series II water Jacker, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Este medio de cultivo suplementado se conoce como medio “DMEM

completo”.

Las células utilizadas en este estudio son adherentes, por lo que se deben despegar
de las placas de cultivo mediante digestion con la enzima tripsina, proceso que se

conoce comunmente como “tripsinizacion’.

Para tripsinizar las células, se precalenté una solucién de tripsina al 0,25%. Se
retiré el medio de cultivo de la placa y se lavaron las células con tampoén fosfato
salino o sus siglas en ingles PBS 1X estéril.). Luego, se afiadié 1 mL de tripsina y
se incubd a 37 °C durante 3-5 minutos. La suspension celular se transfirié a un
tubo cénico estéril y se centrifugé a 300 g durante 3 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento celular en 1 mL de medio DMEM
completo. Posteriormente, se cont6 el nimero de células utilizando una camara de

Neubauer en un microscopio invertido

4.5.1. Ensayo de viabilidad celular (CI50)

La concentracién inhibitoria al 50% (CI50) es la cantidad de un firmaco o
compuesto quimico necesaria para disminuir la viabilidad celular en un 50%. Este
valor es esencial para evaluar la eficacia de tratamientos y la toxicidad de
diferentes sustancias, ya que sefiala la dosis necesaria para lograr una reduccién

significativa en el crecimiento celular.
L. Obtencién de CI50

Los ensayos para encontrar el CI50 se realizaron en placas de 96 pocillos para
cultivo celular (base plano y un area de 0,33cm2). Se cultivaron 20.000 células por
pocillo y se dejaron reposar en un incubador durante 24 horas a 37 °C con 5 % CO2,
este tiempo es para que las células se adhirieran correctamente. Luego, se
agregaron los extractos (preparado como medio de cultivo DMEM) a una

concentracion final de DMB® a 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 mg/mL, semilla a las
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concentraciones de 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,56 mg/mL; y hoja, 0, 0,1, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2,
1,5, 1,8, 2,2 mg/mL y se incubaron 72 horas a 37 °C con 5 % COZ2.

La wviabilidad celular se cuantifico mediante el ensayo de bromuro de tetrazolio
azul de tiazolilo (MTT, BioChem, PanreacApplichem, Barcelona, Espafa). Se
descarté el medio de cultivo y se anadié una solucién de MTT de 0,5 mg/mlL,
preparada en metanol absoluto. Se incubé durante 4 horas a 37 °C y se eliminé la

solucién. Los cristales de formazan formados se resuspendieron en dimetilsulféxido

(DMSO, Labkem, Barcelona, Espafia).

Finalmente, se midi6 la absorbancia a 546 nm (BIOBASE-EL 10A, Shandong,

China). Se realizaron 3 ensayos independientes con 4 réplicas técnicas cada uno.

4.5.2. Ensayo de exposicion cronica

Un ensayo celular con exposiciéon cronica al extracto implica el tratamiento
continuo de células cultivadas con una determinada concentracién, que suele ser
por debajo al CI50 (un rango comun es utilizar entre el 10% y el 50% de la CI50)
durante un periodo prolongado de tiempo. El objetivo de este tipo de ensayo es
simular una exposicién sostenida que podria ocurrir en un organismo Vivo y

observar como afecta a las células a largo plazo.

En este ensayo se empled la linea celular SW620, dado que es una linea
metastasica, lo que permite evaluar la eficacia antimetastasica del tratamiento y
su capacidad para inhibir la invasion celular. Se selecciond una concentracion de
extracto equivalente a un CI3, ya que concentraciones mayores resultaban en la

muerte celular a los 7 dias.

Los ensayos se realizaron en placas de 6 pocillos tratada para cultivo celular (cada
pocillo con base plano y un 4rea de 9.6 cm?2). Se cultivaron 2.000.000 células por
pocillo. Después de 24 horas se agregaron los extractos a una concentracién fija:
DMB® 0,811 mg/ml, semilla 0,0133 mg/mL y hoja de 0,072 mg/mL. Se conté el
numero de células vivas dos veces por semana, despegando las células con tripsina

y contando mediante una cdmara de Neubauer (Butler and Spearman, 2007).
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Posteriormente, para continuar con la exposiciéon de las células al extracto, se

volvieron a sembrar 2.000.000 células, manteniendo la concentraciéon del extracto.

El niimero de células acumuladas se midi6 con la siguiente formula:

\ C(f)*S

Numero de celulas acumuladas = ————
C()

Donde C(# es el ntimero de células obtenidas (final); S, es el ntimero de células

acumuladas del conteo anterior (progresién) y C(2), es el nimero de células inicial

(sembradas).

Para evaluar si las células han desarrollado resistencia o sensibilidad al
quimiofarmaco oxaliplatino tras el tratamiento cronico con los extractos, se
realizaron ensayos de viabilidad celular dosis-respuesta. Por ello, se sembraron
20.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos de células tratadas
previamente con los respectivos extractos y células controles, es decir, son
tratamiento previo. Tras 24 horas de la siembra, se anadieron diferentes
concentraciones de oxaliplatino durante 72 horas (0 — 0,040 — 0,097 — 0,19 — 0,39 —
0,78 — 1,56 — 3,12 — 6,25 — 12,5 — 25 y 50 pg/mL).

Se cuantificaron la viabilidad celular mediante el ensayo de bromuro de tetrazolio
azul de tiazolilo (protocolo en seccién 4.5.1, pagina 57) y se midié la absorbancia a
546 nm. Se realizaron 3 réplicas biolégicas independientes con 4 réplicas técnicas

cada una.

4.5.3. Analisis de biomarcadores tumorales mediante citometria de flujo

Para observar algin cambio a nivel molecular en las células tratadas de manera
cronica a los extractos de semilla y hoja, se analizaron 13 biomarcadores tumorales

en los dias 11, 22, 32 y 39 (La informacién de cada anticuerpo se describe en la

Tabla 4).

La expresiéon de los diferentes biomarcadores tumorales se analizé mediante
citometria de flujo. Las células se digirieron con tripsina (protocolo descrito con
anterioridad) y se centrifugaron durante 3 minutos a 300 g 20°C, se lavaron dos

veces con PBS 1X y se volvieron a centrifugar. El sedimento se resuspendi6 en
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PBS1X + BSA al 0,5% (albimina de suero bovino o siglas en ingles BSA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se incubé con el anticuerpo correspondiente
durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para detener la accion
de los anticuerpos se diluyeron las muestras con 500uLL de PBS 1X y se eliminé
mediante centrifugacion. Finalmente, el sedimento se resuspendié en 50 pL de
fijador (MARCA) diluido 1/1 con PBS1X + BSA al 0,5%. Se detectaron las células

en un citémetro FACS Canto (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey,

EE. UU.).

Los resultados se expresaron en veces de aumento. La media del porcentaje de
expresion de cada biomarcador se dividié con el medio del porcentaje de expresién
del control. Estos valores proporcionaron una medida relativa del cambio en la

expresion de los biomarcadores

Tabla 4|Informacién de anticuerpos para la deteccion de marcadores tumorales
utilizados en este estudio.

Anticuerpo  Dilucién Clon Secundario conjugado Referencia Empresa
anti-BCRP1  sin dilucion 5D3 R-ficoeritrina (PE) 130-104-958 Miltenyi Biotec
anti-AC133 1.5 AC133 aloficocianina (APC)  130-113-106 Miltenyi Biotec
anti-RAGE 1:50 -- R-ficoeritrina (PE) ab237363 Abcam Limited
anti-CD44v6 1:50 REA706 aloficocianina (APC)  130-111-238 Miltenyi Biotec
anti-CD133 1.5 293C3 R-ficoeritrina (PE) 130-113-186 Miiltenyi Biotec
anti-LGR5 1:5 REA762 aloficocianina (APC)  130-112-438 Miltenyi Biotec
anti-CD166  sin dilucidon 3A6 (RUO)  R-ficoeritrina (PE) 559263 BD Pharmingen™
anti-DCLK1 15 -- Alexa Fluor® 647 ab202755 Abcam Limited
anti-TROP-2 1:10 162-46(ROU) R-ficoeritrina (PE) 564837 BD Pharmingen™
anti-CD44 1:5 G44-26(ROU) aloficocianina (APC) 559942 BD Pharmingen™
anti-CD34 1:5 AC136 R-ficoeritrina (PE) 130-113-179 Miiltenyi Biotec
anti-EPCAM 1.5 REA764 aloficocianina (APC)  130-111-000 Miltenyi Biotec
anti-CD36 1:5 REA760 R-ficoeritrina (PE) 130-110-740 Miltenyi Biotec
anti-CD3 1:20 REA613 aloficocianina (APC)  130-113-135 Miltenyi Biotec
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4.6. Proliferacion linfocitaria

Los ensayos de inmunoestimulacién se elaboraron para investigar la capacidad de
los extractos de activar y potenciar la respuesta del sistema inmunolégico, lo que

podria ser beneficioso en el tratamiento de enfermedades infecciosas y cancer.

La preparacién de los extractos se detalla en la seccion 4.4.1, pagina 63. Sin
embargo, al obtener el sobrenadante resultante se filtraron con membrana PES
0,22 um estéril en una campana de flujo laminar para evitar posible
contaminaciéon. Se utilizé6 sangre de individuos sanos procedente del banco de
transfusiones de la Comunidad de Madrid. Todas las muestras se recogieron en

tubos Vacutainer® con EDTA K3 como anticoagulante.

La obtencién de las células mononucleares (linfocitos y monocitos) se llevé a cabo
por gradiente de Ficoll (GE Healthcare) a partir de sangre periférica. Se realizé
una diluciéon 1:1 de la sangre con PBS1X y se incorporo6 lentamente sobre una cama
de Ficoll puro a 4 °C (afiadida en proporcién 1:3 en funcién de la sangre diluida).
Se centrifugé a 300 g durante 30 min a temperatura ambiente, sin aceracion y des-

acelacién. Se obtuvo las siguientes fases (Figura 10).

Se recuperaron las células mononucleadas de la interfase formada por los linfocitos
y monocitos, incapaces de penetrar en el Ficoll por su tamano. A continuacion, se
realizaron dos fases de lavado con PBS1X, centrifugando durante 5 min a 300 g,
20°C y se recuper6 el sedimento que se homogeneiz6 con un 1mL de medio Roswell

Park Memorial Institute (RPMI, PAN Biotech).

Se conté el niimero de células obtenidas mediante una cAmara de Neubauer (Butler
and Spearman, 2007). Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una
concentracion de 200.000 células/mL 15con un volumen de 100 pL, y se incubaron
a 37 °C durante 15 minutos. Se anadieron los extractos de DMB®, semilla y hoja a
una concentracion final de 10, 20 y 100 pg/mL durante 48 horas. Como control

negativo se utilizé6 medio RPMI.
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Plasma sanguineo

Células mononucleadas E
Ficoll

Glébulos rojos

Figura 10| Separacion celular de sangre periférica mediante gradiente de Ficoll. Se
muestra 4 fases diferenciadas (de abajo a arriba): Glébulos rojos; Ficoll; Interfase
de células mononucleadas; y la fase superior de plasma sanguineo.

Posteriormente, se recuperaron las celulas y se centrifugaron durante 3 minutos a
300 g 20°C, se lavaron dos veces con PBS 1X y se volvieron a centrifugar. El
sedimento se resuspendi6 en 50 uL. PBS 1X + BSA al 0,5% y se incub6 con 4 uL de
los anticuerpos correspondiente durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Para detener la accion de los anticuerpos se diluyeron las muestras con
500uL de PBS 1X y se elimin6 mediante centrifugacion con las mismas condiciones.
Finalmente, el sedimento se resuspendié 50 pL de fijador (MARCA) diluido 1/1 con
PBS 1X + BSA al 0,5%. Se detectaron las células en un citémetro FACS Canto
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.).

Las células linfociticas T se identificaron mediante el antigeno CD3 conjugado con
APC (Allophycocyanin), el antigeno CD4, conjugado con PE-Cy7 (Ficoeritrina-
Cy7), el antigeno CDS8, conjugado con FITC (Isotiocianato de fluoresceina) y las
células linfociticas B mediante el antigeno CD19, conjugado con PE (Ficoeritrina).

La informacién de cada anticuerpo se describe en la Tabla 5.
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Tabla 5 | Informacién de anticuerpos para la deteccién de células linfocitarias utilizados en
este estudio.

Anticuerpo Dilucion Clon Secundario conjugado Referencia Empresa

anti-CD8 1:10 REA734 Ficoeritrina(PE)-Vio® 770 130-110-680 Miltenyi Biotec
anti-CD4 1:10 REA623 Vio® Bright B515 130-114-535 Miltenyi Biotec
anti-CD3 1:20 REA613 Aloficocianina (APC) 130-113-135 Miltenyi Biotec
anti-CD19  1:10 REA675 Ficoeritrina(PE) 130-113-646 Miltenyi Biotec

4.7. Analisis de aglutinacion y hemolisis

Se realizaron pruebas de hemaglutinacién y hemdlisis para evaluar la seguridad
de los extractos, determinando su capacidad para inducir la agregacion de glébulos
rojos o causar la ruptura de las células sanguineas, respectivamente. Estos ensayos
ayudan a comprender el perfil de seguridad con respecto al consumo humano, asi
como para identificar sus posibles aplicaciones en el desarrollo de tratamientos

farmacolédgicos.

Se utilizaron sangre de individuos sanos con grupos sanguineos A, By O, ya que
los extractos pueden interactuar de manera diferente con los antigenos presentes
en la superficie de los glébulos rojos de cada grupo sanguineo. La sangre se obtuvo
del banco de transfusiones de la Comunidad de Madrid. Todas las muestras se

recogieron en tubos Vacutainer® con EDTA K3 como anticoagulante.

Los eritrocitos se obtuvieron mediante centrifugacién a partir de sangre periférica.
500 pL de sangre se centrifugé a 300 g durante 5 min a 20°C obteniendo las fases

senaladas en la Figura 10.

Se eliminé la fase plasmatica y células mononucleares. El sedimento se lavd tres
veces con PBS 1X, seguido de una centrifugacién a 300 g durante 5 min a 20°C.
Finalmente, se eliminé el sobrenadante y el sedimento se diluy6 en 1 mL de PBS
1X. Posteriormente se cont6 el nimero de eritrocitos obtenido mediante camara de

Neubauer.

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos (cada pocillo con base plano y un
drea de 0, 33cm2). Se sembraron 500.000 células por pocillo. Se afiadieron los

extractos a una concentracién inicial de 5 mg/mL (preparacién de los extractos se
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detalla en el apartado 4.4.1, pagina 63 ). Se realizaron diluciones seriadas en una
proporcion de 1:2 utilizando PBS 1X. Tras asegurar la homogeneizacion, se incub6
durante 3 horas a temperatura ambiente. A continuacién, se realizaron tres
microfotografias para cada condicién mediante un microscopio Optico a 200X

(LEICA DMI 300 B, Alemania). Se realizaron 3 experimentos independientes. Las

concentraciones de las muestras segun la dilucién realizadas se detallas en la

Tabla 6.

Tabla 6| Concentracién de extractos utilizados para el ensayo de hemaglutinacién y

hemolisis.
Dilucién experimental de los extractos

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
DMB® 5 mg/mL 2,5 mg/mL 1,25mg/mL 0,625 mg/mL 0,312 mg/mL 0,156 mg/mL 0,078 mg/mL 0,039 mg/mL
Hoja 5 mg/mL 2,5 mg/mL 1,25 mg/mL 0,625 mg/mL 0,312 mg/mL 0,156 mg/mL 0,078 mg/mL 0,039 mg/mL
Semilla 5 mg/mL 2,5 mg/mL 1,25 mg/mL 0,625 mg/mL 0,312 mg/mL 0,156 mg/mL 0,078 mg/mL 0,039 mg/mL
Alubia 5 mg/mL 2,5 mg/mL 1,25mg/mL 0,625 mg/mL 0,312 mg/mL 0,156 mg/mL 0,078 mg/mL 0,039 mg/mL
Suero fisiolégico 0,90% 0,45% 0,23% 0,11% 0,06% 0,03% 0,01% 0,01%

4.8. Disolventes alternativos para la obtencién de polifenolesy

miraculina

4.8.1. Elaboracién de disolventes eutécticos profundos (NaDES)

Para elaborar los NaDES, se realiz6 una busqueda bibliografica y se seleccionaron
las mezclas con mayor obtencién de compuestos fendlicos con capacidad
antioxidante. Se prepararon segun las especificaciones de cada estudio. Sin
embargo, los NaDES presentaron una viscosidad elevada que dificultaban la
manipulacién a temperatura ambiente por lo que se cambi6 su conformacién inicial

anadiendo agua.

Los reactivos se pesaron en una balanza analitica SI-234 (Denver Instrument
Denver, Colorado, U.S.A.) y se afladieron en frasco de vidrios. Posteriormente se
afiadié agua en porcentaje peso/volumen (%p/v). Se homogeneizaron mediante
agitaciéon magnética a 80°C durante 1 a 3 horas hasta obtener un liquido traslucido
como se ve en la Figura 11 B. Posteriormente, se almacenaron a 4°C hasta su uso

en la extraccion de compuestos fendlicos. Las relaciones molares de los NaDES y
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su composicién son informacién confidencial; por lo tanto, se han asignado cédigos

que se utilizaran en adelante (Tabla 7).

Figura 11| Evolucion visual de la preparacién del NaDES bajo aplicacién de temperatura.
La figura muestra dos etapas en la preparaciéon de un NaDES mediante la aplicacién
de calor y agitacién constante. A) NaDES 1 hora. B) NaDES completamente
homogéneo tras 3 horas de tratamiento térmico y agitacién.

Tabla 7 | Composicién de disolventes naturales eutécticos profundos usados en el presente

estudio.

Caodigo Compuesto 1 Compuesto 2 Ratio Molar % Agua
NaDES 1
NaDES 2
NaDES 3
NaDES 4
NaDES 5
NaDES 6
NaDES 7
NaDES 8
NaDES 9
NaDES 10
NaDES 11
NaDES 12
NaDES 13
NaDES 14
NaDES 15
NaDES 16
NaDES 17
NaDES 18
NaDES 18
NaDES 20
NaDES 21
NaDES 22
NaDES 23
NaDES 24
NaDES 25
NaDES 26
NaDES 27
NaDES 28
NaDES 29
NaDES 30
NaDES 31
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4.8.2. Extraccién de compuestos fenélicos con NaDES y cuantificacion

de capacidad antioxidante

Con el proposito de evaluar el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos
con capacidad antioxidante de los NaDES elaborados en el apartado anterior (4.8.1,
pagina 73) en relacién con disolvente convencional etanol al 70%, se realizaron
extracciones de compuestos a distintos tipos de frutas con interés comercial. El
procesamiento de las frutas se detalla en el apartado 4.1. pagina 57. Las frutas
incluidas fueron : acai (Euterpe precatoria Mart.), acerola (Malpighia emarginata),

arandano (Vaccinium corymbosum), banana (Musa paradisiaca), frambuesa
(Rubus idaeus), fresa (Fragarja ananassa), guarand (Paullinia cupana), kiwi

(Actinidia deliciosa), limén (Citrus limon), lacuma (Pouteria lucuma), manzana
(Malus domestica), maqui (Aristotelia chilensis), naranja (Citrus sinensis), papaya
(Carica papaya), pina (Ananas comosus), aguacate (Persea americana), ciruela
(Prunus domestica), datil (Phoenix dactylifera), pitaya (Selenicereus undatus), uva

(Vitis vinifera) y DMB®.

Las frutas arrayan (Luma apiculata), caqui (Diospyros kaki), chilco (Fuchsia
magellanica), feijoa (Acca sellowiana), uchuva o golden berry (Physalis peruviana),
ginkgo (Ginkgo biloba), peumo (Cryptocarya alba) y tuna (Opuntia ficus-indica) se
procesaron y analizaron en el laboratorio de la Universidad Catolica del Maule,

Chile mediante una estancia internacional.

Se pesaron 150 mg de cada muestra de frutas liofilizadas en frascos de vidrio color
ambar para proteger los compuestos fendlicos de la degradacién por luz. Se
anadieron 1.5 mL de NaDES. La extraccién de compuestos fendlicos se realizd
mediante agitacién magnética constante (SBS-MR-1600/6, Expondo, Berlin,
Alemania) durante 1 hora a 40°C. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 1.5 mL
de agua destilada directamente a cada muestra, se homogeneizaron y se
transfirieron a un tubo cénico de 15 mL. Se centrifugaron a 8.500 g durante 20
minutos a 20°C. El precipitado resultante se descarté y el sobrenadante se

almacené a -20°C hasta su uso.
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Posteriormente, se cuantificaron la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos mediante el protocolo detallado en el apartado 4.3.3, pagina

Determinaciéon de capacidad antioxidante mediante la eliminacién de radicales

DPPH-

4.8.3. Obtencidén y cuantificaciéon de miraculina de DMB®

Para determinar si los NaDES son mas efectivos que un tampén de extraccién de

proteinas en la extracciéon de miraculina, se realiz6 un experimento de extraccion
utilizando DMB®

1. Extraccién proteica de miraculina

Se pesaron 100 mg de DMB® en frasco de vidrio y se anadieron directamente sobre
la muestra 1 mL de cada NaDES descrito en la Figura 7. La extraccién se realizé
mediante agitacion magnética durante 1 hora a 40 °C. Pasado el tiempo, se anadio
1 mL de agua destilada para diluir la mezcla. Se centrifugé a 10.000 g durante 20
min a 20 °C. Se recupero el sobre sobrenadante y se almaceno a -20°C hasta su uso.

Como control se utilizé un tampdén estandarizado por la empresa Medicinal

Gardens S.L. (Baia Food).

1i. Cuantificacién de miraculina

Para visualizar y comparar el contenido de miraculina obtenido con cada NaDES
y el control, se utilizé la técnica de Western Blot. Para ello, primeramente, se
cuantifico el contenido de proteinas totales mediante el kit de BCA
(MerckMillipore). Sin embargo, las muestran presentaron un color rosa, color que
interfiere con la cuantificacién real, motivo por el que se cargd el mismo volumen

de muestra para todas las condiciones utilizadas.

Para la electroforesis, las muestras se procesaron con el tampén de carga Thermo
Fisher (basado en SDS y DTT), asistido por una incubacién de 5 min a 96 °C. Las
proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello, se utilizaron geles de

acrilamida‘bis-acrilamida (relacién 29:1) al 12%, con el kit de electroforesis Bolt TM
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Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific) funcionando a 100 V durante 1 h a

temperatura ambiente.

Una vez realizada la electroforesis, se realizé la transferencia de las proteinas a
membranas de nitrocelulosa utilizando el equipo de transferencia en seco 1Blot® 2
(Thermo Fisher Scientific). Se utilizé un programa de 10 min, basado en un primer
paso de 5 min a 20 V, un segundo de 3 min a 23 V y un tercero de 2 min a 25 V.
Una vez transferidas las proteinas, se bloquearon las membranas con leche infantil
en polvo al 5% en PBS 1X durante 1 h en agitacién orbital a temperatura ambiente.
A continuacién, se incub6 la membrana con el anticuerpo primario IgG anti-
miraculina de conejo 1: 20.000 (Lifestein) (preparado con leche infantil al 1X)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados
con PBS 1X durante tres minutos, luego se incubd con anticuerpo secundario IgG
anti-conejo de cabra, conjugado con HRP 1: 4.000 (Merck Millipore) (preparado con
leche infantil 1X). Finalmente, las membranas, ya incubadas, se expusieron al
sustrato de quimioluminiscencia SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo
Scientific™, Waltham, USA) durante 3 min y se revelaron utilizando la cAmara

CCD de quimioluminiscencia /mageQuant LAS 500 (GE Healthcare).

Para analizar los resultados, se empled el programa de procesamiento digital
Imaged v.1.50, que permite interpolar los resultados obtenidos en Western Blot. la

intensidad de la banda obtenida con el tampén se concideré como un 100%.

4.9. Modelamiento matematico

Con el objetivo de determinar cual NaDES es mas adecuado segun el tipo de fruta,
se aplicaron distintos algoritmos de aprendizaje automatico, los cuales se detallan
a continuacién. Este analisis se realizé en funcién del porcentaje de capacidad
antioxidante de los compuestos obtenidos (ver seccién 4.8.2, pagina 75), Para ello,
se intent6 identificar correlaciones entre los NaDES y la capacidad antioxidante
de los compuestos fenodlicos, y evaluar si es posible predecir esta capacidad

antioxidante utilizando la informacién nutricional de las frutas.

Para poder cumplir con este objetivo, primeramente, se crearon dos bases de datos:
“Caracteristicas nutricionales de las frutas” y “Capacidad antioxidante de
compuestos obtenidos mediante NaDES de distintas frutas”.
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4.9.1. Base de datos 1: Caracteristicas nutricionales de las frutas

Se recopilé informacién nutricional de las frutas evaluadas en la seccién 4.8.2,
pagina 75 mediante una revision bibliografica usando como fuente paginas
gubernamentales, como (USDA Agricultural Research Service, 2022) y articulos

cientificos de alto impacto.

Para cada tipo de fruta, se recopilaron 69 parametros relacionados con su perfil
nutricional, incluyendo macro y micronutrientes, proteinas, hidratos de carbono,
grasas totales, fibra, minerales, aminoacidos, acidos organicos, fitoesteroles y

polisacéaridos (Figura 12). En el Anexo 1, se muestra la base de datos completa.

! Acai Acerola  Aguacate Arandane Banana Ciruela  Datil Frambucsa Fresa Guarani i
i Energia total(Kcal) 130 32 233 64 98 48.1 89.45 57 36 335 !
| Proteina (g) 2 04 1 88 063 1.06 063 1.88 131 081 135 !
E Hidratos carbono (g) 5 3 0.4 146 23 10.2 651 129 796 0.5 i
! Azucar (g) 2 0.4 0.7 0.36 15.8 9.9 66.5 26 4.86 L1t
! Fibra (g) 5.3 1.1 6.33 24 2.6 1.5 6.7 6.5 2 38
! Fibra soluble (g) 1.27 0.1 1.4 1.7 1 0.7 2.8 22 0.6 345
i Fibra insoluble (g) 38 1 4.9 0.7 1.6 0.8 39 4.3 1.4 035 |
1 Grasa total (g) 49 0.3 235 0.6 0.27 0.17 0.45 0.3 0.4 23
i Acidos Grasos Saturados (g) 0.88 0.1 1.9 1 0.12 0.02 0.15 0.01 0.03 0.6
i Acidos Grasos Monoinsaturado (g) 0 01 15.48 1 0.04 0.03 01s 0.03 0.06 08 |
E Acidos Grasos Poliinsaturado () 419 01 1.87 1 0 0.08 003 02 0.24 0.6 i
: Agua (g) 85 91 67.9 84.2 75.3 87.4 239 85.6 Q0.8 9835 |
! Calcio (Ca) (mg) 35 12 12 12 5 8.3 63 16 17 16 |
i Hierro{Fe) (mg) 0.63 0.2 0.49 0.34 0.4 0.26 1.9 0.45 0.26 54 |
i Magnesio(Mg) (mg) 60 18 30 2.4 28 7.9 30 19.2 12.5 7
i Zine (Zn) (mg) 1 0.2 0.4 0.09 0.16 0.09 0.3 0.22 0.11 33
i Selenio(Se) (ug) 1 0.6 0.4 0.1 25 0.59 3 1.3 L3 L]
i Sodio (Na)(mg) 26 7 4.7 1 4 1.7 B 25 2 [
Potasio(K )}(mz) 105 1677 487 TR 370 177 650 156 1al 1042 i

Figura 12| Base de datos 1: Propiedades nutricionales de frutas. Debido al tamafio del
archivo, s6lo se muestra un ejemplo parcial. Las filas corresponden a las

propiedades nutricionales y las columnas a las variedades de frutas.

4.9.2. Bases de datos 2: Capacidad antioxidante de compuestos

obtenidos mediante NaDES de distintas frutas.

Las frutas utilizadas, la extraccién y cuantificacién de la capacidad antioxidante
de los compuestos obtenido con cada NaDES se detallan en la seccién 4.8.2, pagina
75. La capacidad antioxidante de los compuestos obtenidos de las frutas se recopild
como porcentaje (%) de inhibicién del radical (Figura 13). Se utilizé etanol al 70%
como disolvente para realizar la comparacién (protocolo e interpretacién de

cuantificacién de capacidad antioxidante en la seccién 4.3.3, pagina 62).
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1

'NaDES 1
'NaDES 2
'NaDES 3
'NaDES 4
'NaDES 5
:NaDESG
'NaDES 7
'NaDES 8
'NaDES 9
INaDES 10
|NaDES 11
|NaDES 12
|NaDES 13
|NaDES 14
|NaDES 15
|NaDES 16
|NaDES 17
| NaDES 18

Acerola Aguacate
39,50 20,81
22,70 16,28
11,23 15,62
55,68 17,22

8,35 18,74
24,50 19,64
25,22 17,05
54,04 10,59
74,84 7,97
23,93 10,41
19,95 17,60
10,86 11,91
55,48 11,97
28,54 15,25
31,53 17,21
32,08 24,57
14,62 10,90
23,73 15,51

Arandano  Banana Ciruela
17,13 8,66 2,46
61,06 6,88 28,09
62,05 3,41 25,86
82,15 7,80 43,77
64,84 8,75 21,25
70,61 9,08 48,86
71,59 9,67 38,98
82,63 7,12 33,54
73,96 3,42 39,42
57,81 0,92 23,40
51,58 1,02 32,70

0,00 9,64 0,00
61,64 0,00 23,22
71,53 5,93 31,61
74,42 2,69 34,46
80,84 0,00 39,90
63,28 0,00 29,46
60,77 3,48 36,26

Datil

23,50
11,43
4,86
7,44
13,35
14,93
13,78
7,13
2,45
2,99
15,27
9,52
9,30
14,60
13,46
10,22
4,73

Frambuesa Fresa
24,73
65,35
39,72
84,81
61,89
55,10
45,05
49,22
48,00
42,62
19,90

2,98
33,95
53,99
37,76
45,09
46,08

22,71
32,70
25,57
66,88
41,73
63,11
54,27
48,29
41,92
40,55
44,13

0,00
41,31
55,64
47,03
52,93
30,79

Guarand |
20,64
62,99
67,22
87,13!
73,41!
68,65
81,48
90,071
89,29
72,111
67,551

0,001
67,511
73,45
83,10,
89,90 |
74,84 |

Figura 13| Base de datos 2. Propiedad antioxidante de distintas frutas obtenida mediante

del radical DPPH y las columnas a las variedades de frutas.

los disolventes naturales eutécticos profundos. Debido al tamarfio del archivo, sélo

se muestra un ejemplo parcial. Las filas corresponden al porcentaje de inhibicién

Una vez obtenidas las dos bases de datos, se analizaron utilizando el programa

informdtico Orange3 (Demsar et al.,, 2013). Esta plataforma estd orientada a

realizar analisis de aprendizaje automatico. La plataforma de este software de

cbédigo abierto posee un panel intuitivo y visual. Mediante elementos (Widgets)

permite la creacién de flujos de procesos conectados, como se muestra en la Figura

14.
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(Widgets) para visualizar graficos, construir
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automitico etc.

File
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Transpose
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88
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—- # T ~ I } Barra de herramientas:

seleccionar flujo de trabajo.

Y

Area de trabajo: Espacio donde arrastras y sueltas
elementos (widgets). conectando entre si para formar

ajustar, alinear y

un flujo de proceso secuencial

Figura 14 |Interfaz del software Orange3. La imagen muestra el mend principal,
panel de widgets, area de trabajo y la barra de herramienta del software
Orange 3.
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4.9.3. Algoritmos aprendizaje automatico supervisados

Se implementaron algoritmos de aprendizaje supervisado de regresiéon con el
objetivo de predecir las propiedades antioxidantes en funcién de las caracteristicas
nutricionales de las frutas. Para ello, se prob6 una gama completa de algoritmos
disponibles en Orange 3, seleccionando el modelo que mejor se ajustaba seguin los
criterios de error cuadratico medio (MSE) y el coeficiente de determinacién (R2).
Este enfoque permitié identificar los predictores mas significativos y sus
correlaciones, facilitando una interpretacion mas profunda de los datos

nutricionales.
1. Regresién lineal

La ecuacién lineal intenta relacionar un conjunto de valores independiente (x) y
valores dependientes (y) mediante una relacién lineal. Los valores de entrada (x)
como el valor de salida () son variables continuas (numéricas). El modelo de
regresion lineal simple utiliza una Unica variable independe para predecir el valor
de la variable dependiente y, el modelo de regresion lineal multiple utiliza mas de

una variable independiente para predecir el valor como lo es en nuestro caso.

El modelo estadistico de regresién lineal multiple se representa como:

y=PFo+ Zﬁixi
i1

Donde, y es la variable dependiente (capacidad antioxidante), x representa las
variables independientes (caracteristicas nutricionales), Bo es la interseccién con el
eje y cuando el valor de x es 0 y B; el coeficiente de regresién que indican la relacién
entre cada caracteristica y la capacidad antioxidante (consultar Anexo 4 para ver

su uso en Orange3).

ii. Maquinas de vectores de soporte para regresién (SVR) (Support Vector
Machine)

La M4quinas de Vectores de Soporte para regresién (SVR) es un método que busca

encontrar un hiperplano que prediga valores de salida minimizando los errores de

prediccion dentro de un margen de tolerancia €, donde los errores menores no son

penalizados. Los vectores de soporte, que son los puntos de datos en los limites del
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margen o fuera de él, determinan la posicién y orientacién de este hiperplano. El
modelo también introduce C que controla la penalizacién de los errores fuera del
margen, permitiendo ajustar la flexibilidad del modelo (Figura 15) (consultar

Anexo 7 para ver su uso en Orange3).

L 4 ‘.
‘ . fzrb,o.":
’ ’ y&’
Vectores de L& &
soporte ® S

Vectores de
soporte

PY o
o

|

Figura 15|Representacion de clasificacién o regresién mediante una M4quina de
Vectores de Soporte (SVM). Los puntos azules y morados representan dos clases diferentes
de datos. La linea negra sélida es el hiperplano que separa las dos clases, mientras que las
lineas rojas discontinuas representan los margenes de separacion. Los vectores de soporte,

que son los puntos mas cercanos al hiperplano, estan destacados.

iii.  Vecinos mas cercanos (Knn) (K-Nearest Neighbors)

Este modelo se basa en la proximidad o similitud entre los datos. Para predecir un
valor continuo (en caso de regresién) este algoritmo encuentra los K puntos de
datos mas cercanos y calcula la media o mediana de sus valores. El calculo de

distancia mas comun es de Euclidiana, representado con la siguiente formula:

d(p,q) = zn (Pi — q:)*

=1

Donde p es el valor del primer punto (caracteristicas de nueva fruta) y q representa
el segundo punto (caracteristica de fruta de referencia) (consultar Anexo 8 para ver

su uso en Orange3).
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iv. Diagrama de 4rbol (Tree)

Es un algoritmo que construye un modelo de decisiones en forma de arbol,
seleccionando una caracteristica y un punto de divisién que mejor separa los datos
creando nodos internos que representa decisiones basados en caracteristicas y
dirige el flujo hacia otros nodos. Las ramas conectan los nodos y representa el
resultado de la prueba y las hojas representan la prediccion final del modelo a una
etiqueta de clase (calificacién) o un valor continuo (en regresiéon) (Figura 16)

(consultar Anexo 5 para ver su uso en Orange3).

Nodo de decisién —)> Nodo Raiz

------ [

{
| supirnel  Nodode ' Nodo de
| decisién I decisién

|
| I I
v Vo
| : ¢ ‘L
| Nodo de Nodo de I Nodo de Nodo de
| hoja hoja l hoja decisién
N e e e e e e e — - ) |

Nodo de Nodo de
hoja hoja

Figura 16 | Representacion de un diagrama de arbol de decisién, para predecir la clase del
conjunto de datos dado. El nodo raiz (Root Node) se divide en nodos de decisién
(Decision Node) que, a su vez, se dividen en nodos hoja (Leaf Node). Los nodos de
decisién representan puntos de ramificacién basados en criterios especificos,
mientras que los nodos hoja representan las clasificaciones finales o resultados.
Este diagrama es una referencia para el uso de arboles de decisién en machine
learning, donde se utilizan para la toma de decisiones y clasificaciéon de datos.

v. Random Forest

Este algoritmo consta de la creacion de multiples arboles a partir de sub-conjuntos
de datos. Cada arbol de decisién se entrena de manera individual y se genera una
prediccion, como la capacidad antioxidante. Luego, estas predicciones se

promedian (Figura 17)
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Base de datos

l l |

Decisién 1 Decisién 2 Decisién 3
| Votacién por mayoria |

Prediccion bosque aleatorio
(Random Forest) —— Clasefinal

Figura 17|Representacién del algoritmo de aprendizaje automético Arbol aleatorio
(Random Forest). La figura muestra cémo el conjunto de datos se utiliza para entrenar
multiples arboles de decisién (Arbol 1, Arbol 2, Arbol 3), cada uno generando una
prediccién (Decisién 1, Decisién 2, Decisién 3). La prediccién final del modelo se obtiene al
seleccionar la decisibn mas comun entre las predicciones realizadas por los arboles

individuales (consultar Anexo 8 para ver su uso en Orange3).

4.9.4. Algoritmos aprendizaje automatico no supervisados

Con el objetivo de identificar patrones y agrupaciones intrinsecas en las dos bases
de datos, se realizaron analisis de agrupamiento, conocidos comuinmente como

'clustering' o 'clisteres'. Para ello, se aplicaron tres técnicas principales:
1. K.medias o0 K-means

K-means es un algoritmo de agrupamiento que organiza un conjunto de "n"
observaciones en "K" grupos o clusters. Cada observaciéon se asigna al claster cuyo
centroide (media de las observaciones del grupo) se encuentra mas cercano en
términos de distancia. Este proceso de asignacion de puntos a los clisteres se
genera repetidamente, ya que el algoritmo busca una configuraciéon 6ptima en la
que tanto las posiciones de los centroides como las asignaciones de los puntos

permanezcan estables, tal como se ilustra en la Figura 18.
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Este algoritmo senala valores para cada clister generado, denominado “valor de la
silueta” o en inglés “Shiloutte”. Silueta es una métrica utilizada para evaluar la
calidad del agrupamiento del clister generado mediante K-medias. Este valor

varia entre -1y 1, donde:

% 1:Indica que el punto esta bien agrupado dentro de su claster y esta lejos de

otros Clusteres.
¢ 0: Indica que el punto esta en el borde entre dos Clusteres.

¢ -1:Indica que el punto podria estar mal agrupado, posiblemente asignado al

cltaster incorrecto.

(consultar Anexo 14 para ver su uso en Orange3).

DATOS Eleccién de un nimero Asignacién de puntos (datos)
central al azar (centréide) segiin su distancia con cada centro
Agrupamiento .
Agrupamiento
(cluster)1 ( p
x X cluster) 2.
x o o
X
X * X
‘ Agrupamiento
(cluster) 3.

Recalculacionde centroidey
asignacion de puntos.

Figura 18| Representacién del algoritmo de agrupamiento K-medias. LLa imagen muestra
c6mo los puntos de datos inicialmente distribuidos (izquierda) se agrupan en tres
cltsteres distintos (derecha). Cada clister est4 representado por un color diferente,

y los puntos dentro de cada clister estan mas cerca de su centroide correspondiente.

1i. Agrupacion jerarquica o Clustering Jerarquico

La agrupacién jerarquica es un algoritmo que organiza y clasifica los datos
calculando distancias entre los valores mediante una matriz de proximidad, con el
objetivo de detectar patrones y agrupar elementos con cierto grado de similitud.

Los datos se muestran de forma jerarquica en estructura de arbol, mostrando el
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numero de grupos formado, denominado dendograma. Usualmente se usa la

funcién de distancia euclidiana, representada con la siguiente formula:

d(p,q) = 27_ (P — @)

El proceso de clasificaciéon comienza con el calculo de la matriz de distancias entre
cada par de puntos en el conjunto de datos. Inicialmente, cada punto de datos se
considera un clister individual, y en cada paso, se identifican y fusionan los grupos
mas cercanos, continuando este proceso hasta que todos los puntos se agrupan en
un solo clister grande. A medida que los grupos se fusionan, se construye el
dendograma, donde la altura en la que se unen dos grupos representa la distancia
entre ellos, mostrando asi el grado de similitud entre los diferentes grupos (Figura

19) (consultar Anexo 10 para ver su uso en Orange3).

Agrupacién o Clusters

P > P

13
20
9
5
1

Figura 19| Representacién de un dendrograma. El dendrograma muestra como el
algoritmo de agrupacién jerarquica distribuye los datos en tres clisteres distintos
mediante la relacién entre los puntos, etiquetados como 1 (color rojo), 2 (color verde)
y 3 (color azul). Cada rama del dendrograma representa la similitud entre los

elementos.
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4.9.5. Analisis comparativo de clasteres en base a propiedades

nutricionales y de claster en base a capacidad Antioxidante

El objetivo conocer mas sobre las matrices generadas mediante la agrupacion por
k-mean y agrupacién jerarquica, se analizaron la existencia significativa en el
poder antioxidante entre las frutas agrupadas segin sus propiedades
nutricionales, y viceversa, si existen diferencias significativas en las propiedades

nutricionales entre las frutas agrupadas segin su poder antioxidante.

Después de crear estos clusteres, se procedi6 a analizar las diferencias entre ellos

desde dos perspectivas:

o Anailisis de las propiedades nutricionales en el clister Antioxidante: Se
evalu6 si las frutas, agrupadas segin su poder antioxidante, presentaban

diferencias significativas en sus propiedades nutricionales

e Analisis del poder antioxidante en el clister nutricional: Se evalu6 si las
frutas, agrupadas en funcién de sus propiedades nutricionales, mostraban

diferencias significativas en sus capacidades antioxidantes.

Posteriormente, se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
estadistico SPSS para determinar si existian diferencias significativas entre los
clusteres generados para cada base de datos. Se compararon las medias mediante

pruebas post hoc DMS (Duncan's Multiple Range Test) y Bonferroni.

4.10. Analisis estadistico

Se analizaron las correlaciones entre los clisteres mediante regresiéon multiple
utilizando IBM SPSS Statistics 29.0.2.0. Para comparar dos grupos, se realizaron
prueba t no pareada, mientras que las diferencias entre tres o mas grupos se
determinaron mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA). Para
comparar diferencias estadisticas entre dos grupos pareados, se utilizé la prueba

de Wilcoxon.

En todas las pruebas estadisticas, se considero significativo un valor de p < 0,05,

indicado con asteriscos (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p <
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0,0001). Se emplearon los programas GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EE. UU.) para los andlisis estadisticos y FlowJo 10.8.1 (FlowdJo
LLC, Ashland, OR, EE. UU.) para realizar los analisis de citometria.
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5. Resultados

Los resultados de esta investigacién han sido desarrollados con el propésito de
optimizar la obtenciéon de compuestos fendlicos con capacidades antioxidante y
buscar su potencial uso en areas de interés comercial de la planta S. dulcificum

mediante el producto comercial DMB®, hoja y semilla.

Con el fin de propiciar una alternativa segura, innovadora, sostenible, eficiente y
automatizada en la obtencion de compuestos fendlicos se evalud los disolventes
naturales eutécticos profundos (NaDES) mediante un grupo de fruta con interés

comercial.

Para facilitar la comprension de los resultados obtenidos, este capitulo se divide en
cuatro secciones: DMB®, Semilla, Hoja y Disolventes Naturales Eutécticos

Profundos (NaDES). Cada seccién detalla los resultados individuales.
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Mediante el uso de agua y etanol como disolventes, se llevaron a cabo las
extracciones de compuestos fendlicos con el objetivo de evaluar la eficiencia de
dichos disolventes en el proceso de extraccion y determinaciéon de la capacidad

antioxidante de los compuestos obtenidos.

La cuantificaciéon de fenoles totales se llevd a cabo mediante la técnica de
Folin-Ciocalteu. La cantidad de flavonoides totales mediante la técnica con cloruro
de aluminio, y la capacidad antioxidante mediante el porcentaje de inhibicién al

radical DPPH y equivalente a umol trolox/ gramo de muestra seca.

5.1.1. Determinacion de contenidos fenoles totales (CFT) de DMB®

Se obtuvieron compuestos fendlicos a partir de diferentes porcentajes de etanol
como se observa en la Figura 20. Los valores maximos de CFT se obtuvieron con el
solvente etanol al 70%, alcanzando 13+1 mg GAE/g PS, con diferencias

significativas al comparar con agua y concentraciéon de 10%, 90% y 100% de etanol.

Para tener un disefio experimental con un espectro mas amplio se realiz6 una
estandarizacién aplicando tres pardmetros diferentes: (1) porcentaje de etanol (2)
tiempo de extraccién (3) relacién muestra/disolvente (p/v). Como se muestra en la
Figura 21, los valores maximos de CFT se obtuvieron con etanol al 70%, relacién
1:110 p/v y 0 horas de extraccion, con 13,9 + 0,4 mg GAE/ g PS. Sin embargo, las
extracciones en estas condiciones no muestran diferencias significativas respecto
a las obtenidas con etanol al 70 %, 1:10 p/v y 3 horas de extraccién (13 + 1 mg GAE/
g PS), o las resultantes de una extraccién 1:50 p/v con etanol al 30%, 1, 2 y 3 horas
de extraccion y etanol al 70%, 0, 1, 2, 3 horas de extraccién. Estas extracciones
también se utilizaron para analizar capacidad antioxidante, resultados que se

muestran en las siguientes secciones.

Los extractos obtenidos con una ratio de 1:110 p/v con etanol al 70% y 100% (Figura

21 C), no se han podido cuantificar por precipitaciones visibles.
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Fenoles Totales de DMB® (Dried Miracle Berry®)
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Figura 20| Efecto de la concentracién de etanol sobre el contenido de fenoles totales en

DMB®. La figura representa el total de compuestos fendlicos obtenidos en el polvo

liofilizado DMB® (pulpa + piel) con diferentes porcentajes de etanol. Los resultados

se expresan en mg equivalente a 4acido galico por gramo de materia seca. El

intervalo de confianza se representa mediante barras de error estandar, n=3. Se

realizé6 un andlisis de varianza mediante ANOVA de una via para comparar los

grupos, indicando diferencias significativas de las distintas condiciones frente al

etanol 70 (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p <0,001; ****p < 0,0001).
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Figura 21| Efecto de la concentracién de etanol, tiempo de extraccién y ratio muestra-
disolvente en la obtencién de compuestos fendlicos de DMB®. La figura representa
el total de compuestos fenélicos obtenidos en el polvo liofilizado DMB® (pulpa +
piel) con tres condiciones: Distintos tiempos de extraccién 0 (vortex durante 10
segundos) 1, 2 y 3 horas con diferentes porcentajes de etanol, 0 (agua destilada),
30, 70, 100% y donde (A) indica los resultados en una relacién peso/volumen de
1:10, (B) en una proporcién de 1:50 peso/volumen y (C) 1:110 peso/volumen. Los
resultados se expresan en mg equivalente a acido galico por gramo de muestra peso
seco. El intervalo de confianza se representa con barras de error estandar, n=3. Las
comparaciones entre los grupos se indican con asteriscos superindice, marcando
condiciones con diferencias estadisticamente significativas con relacién a la
condicién 1:110 peso/volumen, etanol 70%, 0 horas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p <
0,001; ****p < 0,0001). Cada barra de los graficos representa una condicién

especifica, mostrando como las variables condicionan la obtencién de los

compuestos fendlicos.
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5.1.2. Determinacion de flavonoides totales de DMB®.

Los flavonoides, un tipo de fenoles con capacidad antioxidante, son de gran interés
debido a su potencial bioactivo. Por esta razon, se procedi6 a la cuantificacion de
flavonoides totales en los extractos fendlicos obtenidos mediante el gradiente de

etanol referenciado en la seccién 5.1.1, pagina 90).

El valor maximo de flavonoides totales se obtuvo de manera significativa
utilizando etanol al 80% como disolvente, alcanzando un valor de 8,45+0,47 mg
QE/g PS (Figura 22). En contraste, el agua fue el disolvente que presenté el menor

contenido de flavonoides totales (Figura 22)

10—
Bl mg/g Quercetina

e
I kkkk

wkkk

[mg Quercetina /g muestra peso seco]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje de etanol [%]

Figura 22| Efecto de la concentracion de etanol sobre el contenido de flavonoides totales
en DMB®. El grafico de barras muestra la cantidad de flavonoides de DMB® con
distintos porcentajes de etanol, expresados en mg de quercetina por gramo de
materia seca, con barras de error estandar (n=3). Las diferencias estadisticamente
significativas respecto al etanol al 80% se marcan con asteriscos segun el valor de
*p en un ANOVA de una via (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001)
con ANOVA de una via.
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5.1.3. Determinacidn capacidad antioxidante de DMB®.

Paralelamente a la cuantificacién de fenoles y flavonoides totales, se evalud la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos mediante gradiente de etanol,
como se observa en la Figura 23. Los valores maximos de capacidad antioxidante
se registraron con etanol al 70%, alcanzando 87 + 5 umol trolox/g PS, mostrados en
el grafico de barras, con inhibicién al radical DPPH del 53% (curva de puntos en
color rojo). Ademads, no se observaron diferencias significativas en los extractos

obtenidos con concentraciones de etanol entre el 30% y el 60%.

100- =100

[umol Trolox/g PS]

[%] Hdd{ u9wIqrqu] op ofejusdio]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje de etanol [%]

Figura 23 | Efecto de la concentracién de etanol sobre la capacidad antioxidante de DMB®
con el ensayo DPPH. El grafico de barras presenta la capacidad antioxidante de
DMB® con diferentes concentraciones de etanol, expresada en pmol equivalentes a
trolox por gramo de materia seca, con barras de error estdndar (n=3). Las
diferencias significativas con respecto al etanol al 70% se indican con asteriscos
tras un ANOVA de una via (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p <0,001; ****p < 0,0001). El
grafico de puntos rojos muestra el porcentaje de inhibicién para cada condicién

evaluada.

Por otra parte, en los extractos fendlicos obtenidos mediante estandarizacién
(considerando porcentaje de etanol, tiempo de extraccién y relacién disolvente-
muestra), se registraron valores maximos bajo las condiciones de etanol al 70%, y
una relacion de 1:10 p/v, con un valor de 102 + 8 pmol trolox/g PS
independientemente del tiempo de extraccién (Figura 24 A). No obstante, se

evidenciaron diferencias significativas en las demas condiciones estudiadas, como
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se observa en el grafico de la relacién 1:50 p/v (Figura 24 B) y 1:110 p/v (Figura 24

C), en las cuales los valores no superaron los 80 pmol trolox/g PS.

A Ratio 1/10 (p/v) B Ratio 1/50 (p/v)
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Figura 24| Efecto de la concentracion de etanol, tiempo y relacién muestra-disolvente
sobre la capacidad antioxidante de DMB®. Los resultados, expresados en umol de
trolox por gramo de materia seca, evalilan la capacidad antioxidante del polvo
liofilizado DMB® (pulpa + piel) extraido con distintas concentraciones de etanol y
tiempos de extraccién. Las etiquetas (A, B y C) indican diferentes relaciones p/v y
se empleé el ensayo DPPH. Se muestran barras de error estandar (n=3) y las
diferencias significativas frente a la extraccién estandar se marcan con asteriscos

segtn el valor de *p (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

5.1.4. Comparaciéon de DMB® con otras frutas.
1. Compuestos fendlicos totales

Con el fin de comparar DMB® con otras frutas y evaluar su potencial en funcién
de su contenido de compuestos fendlicos, se realizaron extracciones de compuestos
fendlicos de ciruela y paraguaya. La ciruela fue seleccionada como control positivo
debido a su conocida alta concentraciéon de compuestos fendlicos, caracteristica que
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favorece su uso comercial. Por otro lado, la paraguaya se utilizé6 como control

negativo, dado su bajo contenido en dichos compuestos.

En Figura 25, el grafico de barras muestra que el extracto de DMB® contiene una
cantidad significativamente mayor de compuestos fendlicos en comparaciéon con el
extracto de ciruela (curva de puntos en color rojo), alcanzando hasta un 34% mas
de fenoles totales al emplear etanol al 80% como disolvente. Por otro lado, al
analizar el control negativo (paraguaya), los valores de compuestos fenélicos
extraidos no superan los 3 mg GAE/g PS en ninguna de las condiciones evaluadas
(curva en color café), lo que refleja una baja concentracién de fenoles en dicho

control bajo las mismas condiciones experimentales.

159 m DMB® ]**
- Ciruela o

—4— Paraguaya

mg GAE/g PS

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Etanol (%)

Figura 25| Comparacion de los fenoles totales de diferentes frutas con respecto a DMB®.
Los gréficos de puntos muestran el total de compuestos fenélicos en ciruela (rojo) y
paraguaya (café). El grafico de barras corresponde a DMB®. Los resultados estan
expresados en mg equivalentes de acido galico por gramo de materia seca, con
barras de error estdndar (n=3) y diferencias significativas entre los grupos
indicadas por asteriscos segin un ANOVA de una via (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p

<0,001; ****p < 0,0001).

Ademas, se cuantificaron los flavonoides totales presentes en los extractos de
ciruela y paraguaya. Los resultados indicaron que la ciruela presenta una alta
concentracion de flavonoides. Como se muestra en Figura 26, la mayor cantidad de
flavonoides se obtuvieron en el extracto de ciruela, alcanzando un valor de 9,87 +

0,45 mg QE/g PS cuando se utiliz6 etanol al 40% como disolvente. En contraste, los
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valores obtenidos para el control negativo (paraguaya) no superaron los 4 mg QE/g
PS en ninguna de las condiciones evaluadas, lo que refleja una menor

concentracion de flavonoides en este caso.

Flavonoides totales

10 B DMB®

—#— (Ciruela * ok

—— Paraguaya

[mg QE / g PS]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje de etanol [%]

Figura 26| Comparaciéon de los flavonoides totales de diferentes frutas con respecto a
DMB®. Los graficos de puntos representan el total de flavonoides obtenidos de
ciruela (color rojo) y paraguaya (color café), mientras que el grafico de barras
muestra los resultados para DMB®. Todos los resultados se expresan en
miligramos equivalentes a quercetina por gramo de materia seca. Las barras de
error estandar indican el intervalo de confianza, n=3. Las comparaciones entre los
grupos se senalan con asteriscos superindices, indicando condiciones con
diferencias estadisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001;
**%%n < (0,0001), determinadas mediante ANOVA de una via.

Con el propésito de evaluar el potencial antioxidante de DMB® y su viabilidad
como fruta con propiedades antioxidantes. De forma preliminar, se compard su
potencial con diferentes frutas. Se seleccionaron condiciones de extraccion
previamente optimizadas, determinando que el uso de etanol al 70% como solvente,
un tiempo de extraccion de 1 hora y una proporcion de 1:10 p/v ofrecian la mayor
eficiencia en la extraccion de compuestos fendlicos. Estos parametros, que

resultaron en la inhibicién maxima del radical DPPH, se eligieron tras comprobar
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que bajo estas condiciones se alcanzaron los valores mas altos de capacidad

antioxidante en el extracto de DMB®.

La Figura 27, se presentan los resultados de la evaluacién de la capacidad
antioxidante, expresada en pmol trolox/g PS, de los extractos analizados. Bajo las
condiciones experimentales estudiadas, se observa que los compuestos obtenidos
de DMB® (barra delineada en rojo) muestran una capacidad antioxidante superior
en comparaciéon con la mayoria de las frutas analizadas como por ejemplo
arandano, fresa, uva, ciruela. Lo que sugieren que los compuestos obtenidos con el
disolvente etanol de DMB® poseen una elevada actividad antioxidante, lo que
podria ser de interés para el desarrollo de productos con propiedades funcionales.
Por otro lado, al comprar con las frutas acai, fresa, guarana y maqui estos superan

a DMB®.
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Figura 27| Comparacién del porcentaje de inhibicién al radical DPPH de diferentes frutas
con respecto a DMB®. Los graficos de barra muestran la capacidad antioxidante
medida en pmol de trolox por gramo de materia seca, mientras que la grafica de
puntos representa el porcentaje de inhibicién del radical DPPH para cada tipo
fruta. En ambos graficos, el intervalo de confianza se representa mediante barras
de error estandar, n=2. Las diferencias significas con relacion a DMB® se indican
con asteriscos superindice, indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05;
**p < 0,015 *** p < 0,001; ****p < 0,0001) determinadas mediante ANOVA de dos

vias.
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5.1.5. Determinacion de fenoles de DMB® mediante HPLC.

Con el objetivo de identificar algunos de los compuestos presentes en DMB® y
evaluar la influencia del disolvente en la extracciéon de dichos compuestos, se
analizaron los extractos fenélicos de DMB® obtenidos con agua, etanol al 50%, 70%
y 100% mediante HPLC. Estos extractos fueron comparados con estandares de

compuestos fendlicos comerciales puros presentes en los extractos de DMB®.

El perfil fendlico de los extractos, detallado en la Tabla 8, y expresado en ug de
compuesto fendlico por gramo de materia seca, muestra que los extractos acuosos
contienen las concentraciones mas altas de los compuestos evaluados. Destacan el
acido protocatecuico (PA) con 771,5 = 2,8 ng/g PS, seguido por 4cido gélico con 174,0
+ 0,7 ug/g PS y catequina con 145,3 + 1,2 pg/g PS. Por otro lado, se observan los
compuestos con menores concentraciones, rutina (RU) con 0,5 + 0,1 pg/g PS, 4cido
cindmico con 0,55 + 0,01 ug/g PS y acido cafeico con 0,375 + 0,05 pg/g PS

independientemente del disolvente empleado.

Para representar la influencia de los disolventes en la concentracién de los
compuestos extraidos, se graficaron las concentraciones de cada compuesto segin
el disolvente empleado (Figura 28). Los compuestos estan ordenados por tiempo
de retencién (TR) de menor a mayor. Los colores en los graficos indican cudl
disolvente es mas efectivo para cada compuesto: el azul representa los compuestos
extraidos en mayor concentraciéon con disolvente acuoso, destacando el acido galico,
protocatequico y catequina; el verde corresponde a los compuestos mejor extraidos
con diluciones hidroetandlicas; y el rojo sefnala aquellos obtenidos con altas
concentraciones de etanol. Ademas, en cada grafico se muestra la concentracién

especifica de cada compuesto segun el disolvente utilizado.
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Figura 28| Estructura quimica y el comportamiento de los compuestos identificados

mediante HPLC en extracto DMB®. Cada grafico representa la concentracion de

un compuesto en funcién del disolvente utilizado. RT= tiempo de retencién

analizado mediante HPLC.
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Tabla 8| Perfil fenélico identificado en extractos de DMB® mediante HPLC.

Tiempo de Coeficiente de

Compuestos fendlicos retencién (min) Curva estandar correlacion (rz) Cantidad (mg/g Peso Seco)

0 % EtOH 50 % EtOH 70 % EtOH 100% EtOF
Acido galico (AG) 5.4 y =81204x - 5990.7  R?=0.9997 174.0£0.7 54.5+0.4 42806  37.7+05
Acido protocatecuico (AP) 8.6 y =79926x + 4177.5 R?=0.9997 7712 570.7:0.8 386.6:06  119.5+0.2
Catequina (CAT) 10.2 y=17879x - 720.19  R?*=0.9997 14542 70.8+0.3 70£9 254207
Acido cafeico (ACaf) 12.3 y =226602x + 71781 R?=0.9986 0  3.75%0.05 2.5+0.1 0
Acido siringico (ASyr) 12.6 y =201622x - 26650  R?=0.9997 2.17£0.01 40.120.4 22.240.3 12102
Rutina (RUT) 16.21 y =48622x +2371.2  R?=0.9997 0 0 0 0.50.1
Vanilina (VAN) 17.2 y =151301x - 581.47 R?=0.9998 0.36+0.02 6.9+0.1 2.16+0.08 32402
Acido cumarico (AC) 17.9 y =184250x + 10032 R?=0.9997 9.49:0.07  12.70£0.01 96+0.1  558+0.05
Acido ferulico (AF) 18.8 y = 155525x + 1518.F  R?=0.9998 43402  7.49+0.04 5.73+0.06  2.42+0.01
Acido salicilico (AS) 22.9 y =24793x - 1560.2  R?2=0.9997 27+02  526%0.02 34102 3.80.2
Quercetina (QUER) 25.7 y =91777x - 15882 R?=0.9996 2.92+0.01  8.17£0.03 8.36+0.03 6.7+0.1
Acido cindmico (ACin) 27.3 y =234241x +2259.§6 R?=0.9998 0.32£0.05  0.55£0.01 0.38+0.01 0

5.1.6. Identificacién de compuestos de DMB® mediante CG-MS.

Para profundizar en el analisis de los compuestos presentes en DMB®, se
realizaron analisis mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (GC-MS). Dado que el nimero de muestras debia limitarse para esta
técnica, se seleccionaron los extractos obtenidos con agua como disolvente, ya que
en estudios previos este disolvente mostré la mayor cantidad de compuestos vy,
ademas, fue el utilizado en los ensayos celulares. Los compuestos identificados
fueron comparados con las bases de datos de espectros de masas (NIST)

confirmando la identidad.

En la Tabla 9, se presentan los compuestos identificados, ordenados segun su
tiempo de retencién (TR) de menor a mayor. Se incluye, ademds, su férmula
molecular y su identificador alfanumérico InChIKey). En el an4lisis, se obtuvieron
tres posibles compuestos para un mismo tiempo de retencion, lo que sugiere la

presencia de isdmeros o compuestos con estructuras quimicas similares.
Estos compuestos pertenecen a diferentes categorias quimicas, por ejemplo:

o Alcoholes: Se identificaron compuestos como la glicerina y el 2-
furanmetanol, conocidos por sus propiedades como disolventes y agentes

humectantes.

101



Josefa Antonia Quiroz Troncoso

o Esteres: Se detectaron ésteres como el acido 2-oxopropanoico y el acido
hexadecanoico, que son importantes en la sintesis de polimeros y en la

industria alimentaria.

o Compuestos furdnicos: Se encontraron compuestos como la 2,4-dihidroxi-
2,5-dimetil-3(2H)-furan-3-ona y el 5-hidroximetilfurfural, que son

relevantes en la formacién de sabores y aromas en productos alimenticios.

o Lactonas: La 2-oxepanona, 7-hexil-, es un ejemplo de lactona identificada,

compuestos que contribuyen al aroma de muchos alimentos.

o Carbohidratos: Se identificaron azicares como la melezitosa y la lactosa, que

son importantes en la industria alimentaria y farmacéutica.

Z . . s e e .
o Acidos grasos: Se encontraron acidos grasos como el acido octadecanoico y el
dcido hexadecanoico, 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etil éster, que son

fundamentales en la estructura y funcién de las membranas celulares.
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Tabla 9| Compuestos identificados en extracto acuoso de DMB® mediante GC-MS.

Pico Tiempo Opcién 1 Formula InChIKey Opcidén 2 Formula InChIKey Opcidén 3 Formula InChIKey
de molecular molecular molecular
retencién
1 5,14 Glicerina C3H803 PEDCQBHI 3-Metoxi-2,2- C5H1002 FPKWGRVM p-Dioxano-2,3-C4H804  YLVACWCC
VMGVHV-  dimetiloxirano LLIFSY- diol JCZITI-
UHFFFAOY UHFFFAOYS UHFFFAOY
SA-N AN SA-N
2 6 Acido propanoico, 2- C4H603 CWKLZLBV - 3-Amino-2- C3H6N202 KYCJNIUHW Acetoxicarba C5H9NO4 PWDCNDKC
oxo0-, éster metilico OJRSOM-  oxazolidinona NJNCT- mato de etilo DGSDGY-
UHFFFAOY UHFFFAOYS UHFFFAOY
SA-N AN SA-N
3 7,27 2-Furanmetanol C5H602 XPFVYQJU - 3- C5H602 STJIISDMSM Acido C5H602  QJUQASYV
AUNWIW-  Furanmetanol JQQK- metilenciclopr MKRUMN-
UHFFFAOY UHFFFAOYS opanocarboxil UHFFFAOY
SA-N A-N ico SA-N
1 9,38 2,4-Dihidroxi-2,5- C6H804 JYMIRUWY - 4H-Piran-4- C6H804 JYMIRUWYS N-(1- C9H17NO4 VWGVVWK
dimetil-3(2H)-furano- SKOKRU-  ona, 2,3-dihidro- KOKRU- Metoxicarboni WTUQAIE-
3-ona UHFFFAOY 3,5-dihidroxi-6- UHFFFAOYS I-1-metiletil)- UHFFFAOY
SA-N metil- AN 4-metil-2-aza- SA-N
1,3-dioxano
5 10,65 2,5-Dimetilfurano- C6H803 PUVDDHUF Furaneol C6H803 INAXVXBDK 2,5- C5H8N202 ICCHEGCKV
3,4(2H,5H)-diona FRRFMN- KUCGI- Piperazinodio BMSTF-
UHFFFAOY UHFFFAOYS na, 3-metil- UHFFFAOY
SA-N AN SA-N
3 11,94 - 4H-Piran-4-ona, = C6H804 VOLMSPGW 2,4-Dihidroxi-  C6H804 JYMIRUWYS 2-Propil- C8H1602 SMMBPJGN
2,3-dihidro-3,5- NYJHQQ-  2,5-dimetil- KOKRU- tetrahidropira KCWQPY-
dihidroxi-6-metil- UHFFFAOY 3(2H)-furano-3- UHFFFAOYS no-3-ol UHFFFAOY
SA-N ona AN SA-N
7 12,96 -5 C6H603 NOEGNKM Furano, 2,3- C8H140 UQEZSQDDL 4- C6H60S  BXAVKNRW
Hidroximetilfurfural FWQHSLB- dihidro-4-(1- ZCNRH- Mercaptofenol VKUTLY-
UHFFFAOY metilpropil)-, (S)- ZETCQYMHS UHFFFAOY
SA-N A-N SA-N
3 13,36 - 2-Oxepanona, 7- C12H2202 FRTMRFCN Caprolactama C6H11NO JBKVHLHDH - 2- C10H1802 YKVIWISPF
hexilo- TDDSOB- HXQEQ- Oxepanona, 7- DZYOW-
UHFFFAOY UHFFFAOYS butilo- UHFFFAOY
SA-N A-N SA-N
E] 13,69 - Octanamida, N-(2- C10H21INO JLZORHOC Maltosa C12H22011 GUBGYTABK 6- C8H1403 BSBYQAYW
mercaptoetil)- S SVVPHT- SRVRQ- Oxoheptanoat PXHLPQ-
UHFFFAOY QUYVBRFLS o de metilo UHFFFAOY
SA-N AN SA-N
10 15,67 Melezitosa C18H32016 QWIZNVHX Maltosa C12H22011 GUBGYTABK Lactosa C12H2201 GUBGYTAB
ZXRPDR- SRVRQ- 1 KSRVRQ-
WSCXOGST QUYVBRFLS DCSYEGIMS
SA-N AN AN
11 16,42 - 2,6-Diamino-4- C13H16N4S RBAOYVGX Ciclohexano, 1,4- C26H52 IYAUESUIH Octa-2,6- C16H22S OTLKSJYKR
ciclohexil-4H- TOUWKG- dimetil-2- MJWPO- dieno, 2,7- HNQQB-
tiopirano-3,5- UHFFFAOY octadecil- UHFFFAOYS dimetil-4- UHFFFAOY
dicarbonitrilo SA-N AN feniltio- SA-N
12 19,82 - Acido C17H3402 FLIACVVOZ Acido C17H3402 FRGDXZRZD Acido C17H3402 WAKCWJND
hexadecanoico, éster YBSBS- pentadecanoico, AJTOU- pentadecanoic XBPEBP-
metilico UHFFFAOY 13-metil-, éster UHFFFAOYS o, 14-metil-, UHFFFAOY
SA-N metilico A-N éster metilico SA-N
13 20,11 -1-(+)-Acido (38H6808 TUYRNAGG Acido n- C16H3202 IPCSVZSSVZ Acido C15H3002 WQEPLUUG
ascorbico 2,6- IJZRNM- hexadecanoico VIGE- pentadecanoic TLDZJY-
dihexadecanoato LBHUVFDK UHFFFAOYS o UHFFFAOY
SA-N A-N SA-N
14 2168  Acidooctadecanoico C18H3602 QIQXTHQID Acido C22H4404 PWVUXRBU Acido L- C24H4207 LITUBCVUX
YTFRH- octadecanoico, 2- UYZMKM- ascorbico, 6- PBCGA-
UHFFFAOY (2- UHFFFAOYS octadecanoato WMZHIEFX
SA-N hidroxietoxi)etil AN SA-N
éster
15 24,26 Acido C19H3804 BBNYCLAR Glicerol 1- C19H3804 QHZLMUACJ Acido C35H6805 JEJLGIQLP
hexadecanoico, 2- EVXOSG-  palmitato MDIAE- hexadecanoic YYGEE-
hidroxi-1- UHFFFAOY UHFFFAOYS o, 1- UHFFFAOY
(hidroximetiletil SA-N A-N (hidroximetil)- SA-N
éster 1,2-etano di

éster
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5.1.7. Efecto anticancerigeno de DMB®.

i.  Obtencién de la concentracién media inhibitoria (CI50) de cancer colorrectal

expuestos a extracto de DMB®.

Con el fin de evaluar los posibles efectos anticancerigenos de DMB® en el cancer
colorrectal, se trataron las lineas celulares DLD-1, HT-29, SW480 y SW620,
correspondientes a cancer colorrectal, con extracto de DMB®. En primer lugar, se
determiné la concentracién inhibitoria media (CI50), lo que permitié evaluar la
eficacia del extracto en la inhibicién de la proliferaciéon celular. Este parametro,
que facilita la comparacion de la potencia del extracto de DMB® con tratamientos
anticancerigenos convencionales, se obtuvo también para los extractos de semilla

y hoja, cuyos resultados se presentan mas adelante.

Como se observa en la Figura 29, los extractos disminuyeron la viabilidad celular
de manera dependiente de la dosis; a mayor concentracion de extracto
administrado, menor fue el porcentaje de células viables, observandose una
tendencia similar en las cuatro lineas celulares. Los valores de CI50 fueron de 12,3
+0,4,12,56+0,4,12,9+ 0,4y 11 + 0,4 mg/mL para las lineas celulares DLD-1, HT-
29, SW480 y SW620, respectivamente.

100+
-~ DLD1
80-1 —& HT-29
—A— SW 620

60-
CI50+ -¥- SW 480

40-

20=-

Porcentaje de viabilidad celular [%]

Extracto acuoso de DMB® [mg/mL]

Figura 29 | Valores CI50 de lineas celulares de cancer colorrectal frente a extracto acuoso
proveniente de DMB®. Se representan barras de error estandar para mostrar el
intervalo de confianza (n=3). Los valores de CI50 se calcularon con GraphPad Prism

Se realizaron 3 ensayos independiente, con 4 réplicas técnicas cada uno
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1. Citotoxicidad aguda en cancer colorrectal mediante DMB®.

Con el objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento con oxaliplatino, se evalué el
efecto del extracto de DMB® en combinacién con oxaliplatino en lineas celulares
de cancer colorrectal. Para ello, las lineas celulares DLLD-1, HT-29, SW480 y SW620
fueron tratadas con concentraciones crecientes de oxaliplatino (0, 0,040, 0,097,
0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 y 50 ug/mL) y con una concentracién fija
de 7 mg/mL de extracto de DMB®, ya que concentraciones superiores de este

ultimo resultaron en muerte celular total..

Se observé una disminuciéon significativa en la viabilidad celular en las lineas
DLD-1 y SW620 tratadas con la combinacion de DMB® y oxaliplatino, en
comparacion con las células tratadas solo con oxaliplatino, con reducciones del 77%
y 29%, respectivamente (Figura 80A y Figura 30C). No obstante, en las lineas HT-
29 y SW480 no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos
(Figura 30B y Figura 30D). Los valores de CI50 se detallan en la Tabla 10, donde
se presentan los CI50 y los logaritmos de CI50.

Tabla 10| CI50 en pg/mL de oxaliplatino y oxaliplatino con DMB® en lineas
celulares de cancer colorrectal DLD-1, HT-29, SW480 y SW620.

DLD-1 HT-29 SW620 SW480
Oxaliplatino Oxaliplatino Oxaliplatino Ozxaliplatino Oxaliplatin  Oxaliplatin Ozxaliplatino Oxaliplatino
+DMB® +DMB® o o+DMB® +DMB®
CI50 56,79 13,04 13,62 2497 6,225 4,365 8,628 10,48
logCI50 1,754 1,115 1,134 1,397 0,7941 0,64 0,9359 1,02
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Figura 30| Viabilidad celular de lineas celulares de cancer colorrectal frente oxaliplatino

y DMB®. La viabilidad celular del cancer colorrectal se evalué mediante la

exposicién a 11 concentraciones de oxaliplatino junto con una dosis constante de

extracto acuoso de DMB®. (A) DLD-1, (B) HT-29, (C) SW620 y (D) SW480. Se

emple6 DMEM suplementado como control negativo. Los resultados incluyen

barras de error estandar, y las diferencias significativas respecto a DMB® se

indicaron con asteriscos, (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001)

utilizando la prueba de Wilcoxon. Se realizaron tres ensayos independientes, con

cuatro réplicas cada uno.

1i. Citotoxicidad crénica en cancer colorrectal mediante DMB®

Con el fin de evaluar la posible resistencia o sensibilidad celular al extracto de

DMB®, las células metastasicas SW620 fueron expuestas durante 59 dias a una

concentracién de 0,811 mg/mL (equivalente al CI3) de extracto de DMB®. Como se

menciond previamente, concentraciones superiores al CI3 provocaron la muerte

celular a los 7 dias. La linea celular SW620 fue seleccionada por su relevancia en
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estudios de cancer colorrectal metastasico, lo que la convierte en un modelo
adecuado para el estudio de migracion celular. Estos parametros se mantuvieron
en el ensayo de cronicidad con los extractos de semilla y hoja, cuyos resultados se

presentan mas adelante.

En la Figura 31, se observa que la curva correspondiente a las células tratadas con
DMB® (curva de color rosa) se sittia generalmente por debajo de la curva de las
células control (color gris). Esto sugiere que el tratamiento con el extracto de
DMB® ejerce un efecto inhibidor sobre la proliferacion de las células metastasicas

SW620, indicando una mayor sensibilidad celular al tratamiento.

Para comprobar la sensibilidad celular de las células tratadas, se realizaron ensayo
de dosis-respuesta en combinacién con el quimioterapéutico oxaliplatino en las
células control y en las células tratadas. Los valores se determinaron mediante el
ensayo MTT después de 72 horas de exposicion a once concentraciones distintas de
oxaliplatino (0, 0,040, 0,097, 0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 y 50 pg/mL).

Como control negativo se empled medio de cultivo DMEM suplementado.

En la Figura 32, se observa un efecto similar entre el quimiofarmaco oxaliplatino
sobre las células tratadas con DMB® (curva azul) y las células control (curva roja).
Sin embargo, a concentraciones mas elevadas (recuadro verde), se aprecia una
disminucién del crecimiento celular de hasta un 10% en las células previamente
tratadas con DMB®, en comparacién con aquellas que no fueron expuestas al
tratamiento con el extracto. Las células viables a estas concentraciones suelen ser

las resistentes al quimiofarmaco.
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Figura 31| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de extracto de
DMB®. Se representan barras de error estandar para mostrar el intervalo de
confianza (n=2). Las diferencias significas con relacién a se indican con asteriscos,
indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001;

**%%n < (0,0001) determinadas mediante la prueba de Wilcoxon.
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Figura 32|Dosis-respuestas a oxaliplatino de linea metastasica SW620 tratadas con
extracto acuoso de DMB® de manera crdnica. Se representan barras de error
estdndar para mostrar el intervalo de confianza (n=3). Las diferencias significas
con relacién a se indican con asteriscos, indicando niveles de significancia
estadistica (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) determinadas

mediante la prueba de Wilcoxon.
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5.1.8. Efecto inmunomodulador de DMB®

Se trataron los linfocitos con extracto acuoso de DMB® para evaluar una posible
activacion del sistema inmunitario, ya que se ha reportado que varios tipos de

frutas tienen esta peculiaridad (Mishra et al., 2022).

El analisis preliminar de citometria de flujo muestra que el tratamiento con
extracto de DMB® durante 48 horas a diferentes concentraciones (0, 10, 20 y 100
ug/mL) induce un incremento en las poblaciones totales de células T (CD3), asi
como en las subpoblaciones de células T auxiliares (CD4) y células T citotéxicas

(CDS8). Sin embargo, la poblacién de células B, no muestra cambios.

La Figura 33, representa la distribucién de la expresién de los marcadores celulares
CD3, CD4, CD8, y CD19 en diferentes condiciones de tratamiento, control en color
verde, 10 pg/mL en azul, 20 pg/mL en rojo, y 100 ug/mL en naranja. En los perfiles
de histogramas, el eje X representa la intensidad de fluorescencia, mientras que el
eje Y muestra el nimero de células (Count) que exhiben esas intensidades. Se
observa un desplazamiento hacia la derecha en las curvas a medida que aumenta
la concentracion del tratamiento, lo que indica un incremento en la expresién de
los marcadores estudiados conforme se incrementa la dosis del tratamiento. Este
aumento en la expresion puede estar relacionado con la activacién celular, ya que
marcadores como CD3, CD4, CD8 y CD19 estan asociados con la activacién y
proliferacién de células inmunitarias. Por otro lado, las células B (CD19) son

responsables de la produccién de anticuerpos no muestra cambios.
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Figura 33|Expresion de biomarcadores linfocitario tras exposicion DMB®.
Representacién de los perfiles de histograma de las frecuencias del fenotipo celular
con relacién a la expresiéon de biomarcadores

5.1.9. Actividad aglutinante del extracto DMB®

Con el objetivo de corroborar la seguridad alimentaria del extracto de DMB®. Se
trataron eritrocitos con extractos para observar posible acciéon hemaglutinante o
de hemolisis. Para evaluar el nivel de actividad aglutinante se realiz6 un ensayo
de hemaglutinacién utilizando como control positivo judia pinta, caracterizado por

su alto poder aglutinante, y como control de hemolisis el suero fisiolégico (NaCl).

Como se observa en la Figura 34, se puede observar que el control positivo provoco
una aglutinacion superior al 50% de los eritrocitos en todas las diluciones
analizadas. Este resultado indica que el control (judia pinta) tiene una fuerte
capacidad para inducir la aglutinaciéon, lo que es un indicador de su alta
reactividad con los eritrocitos. En contraste, el extracto de DMB® no mostré signos
de aglutinacién en ninguna de las diluciones evaluadas, lo que sugiere la ausencia
de interaccion con los eritrocitos bajo las condiciones experimentales evaluadas.

Por otro lado, no se evidencié actividad hemolitica por parte del extracto de DMB®.
Esto se puede concluir al observar que los eritrocitos permanecen intactos en
comparacién con el control positivo (agua), en el cual la lisis celular fue evidente,

ya que los eritrocitos no fueron visibles, confirmando la ruptura de las membranas

celulares.
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Figura 34| Representacion del grado de hemaglutinacién del extracto acuoso de DMB®.
Micrografias a 200x muestran tres condiciones: extracto de judia pinta (control
positivo), suero fisiolégico (control negativo) y extracto de DMB®, diluidos en PBS
1X o0 agua. En la parte superior se observan diluciones seriadas (1:1 a 1:128). Cada
condicién se evalué en grupos sanguineos A, By O (n=3), con tres fotos por ensayo
y condicién, capturando diferentes campos de visidn. Las fotografias con marcas

rojas indican >50% de aglutinacién, y las azules indican hemolisis.
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5.2.1. Obtencién y cuantificaciéon antioxidante de los compuestos

fenélicos de semilla de Synsepalum dulcificum

1.  Determinacion capacidad antioxidante de semilla de Synsepalum

dulcificum

Se obtuvieron compuestos fendlicos mediante disolventes agua, etanol y metanol
con el proposito de evaluar la eficiencia de los disolventes en la extraccién de estos

compuestos y determinar su capacidad antioxidante mediante la técnica con

DPPH.

Se observd que los valores maximos de capacidad antioxidante se obtuvieron con
el solvente etanol al 70%, alcanzando 18+ 4 pmol trolox/ g peso seco (PS) (Figura
35). Sin embargo, no se aprecian diferencias significativas con respecto al etanol
con 40%con 10 +4 pumol trolox/ g peso seco. Motivo por el que este disolvente se

seleccion6 para identificar compuestos fendlicos y todos los ensayos celulares.
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Figura 35| Efecto de disolvente sobre la capacidad antioxidante de semilla de Synsepalum
dulcificum. Se representan barras de error estandar para mostrar el intervalo de
confianza (n=3). Se utiliz6 ANOVA de una via para comparar los grupos, indicando
diferencias estadisticamente significativas con respecto al etanol al 70%, mediante

asteriscos superindices (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001).
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5.2.2. Identificacion de compuestos de semilla de Synsepalum

dulcificum mediante CG-MS

Para identificar los compuestos presentes en la semilla, se realizaron analisis
mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS).
Como se ha mencionado con anterioridad, debido a la necesidad de limitar el
numero de muestras para esta técnica, se seleccion¢ el extracto obtenido con etanol
al 40%, ya que fue el disolvente utilizado en los ensayos celulares, lo que permite
identificar posibles compuestos responsables del efecto celular. Los compuestos
1dentificados fueron comparados con las bases de datos de espectros de masas

(NIST), lo que permitié confirmar su identidad

Para un mismo tiempo de retencion, se detectaron tres posibles compuestos, lo que
sugiere la presencia de isémeros o compuestos con estructuras quimicas similares
al igual que en DMB®. Los resultados de este analisis se presentan detalladamente
en la Tabla 11, donde se muestran los compuestos ordenados por tiempo de
retencién (TR) de menor a mayor, incluyendo su férmula molecular y su
identificador alfanumérico (InChIKey). Algunos ejemplos de los compuestos

1dentificado con interés comercial son:

o Polialcoholes: Eritritol, glicerina y diglicerol, compuestos conocidos por sus

propiedades humectantes y su uso en la industria alimentaria y farmacéutica.

e Fenoles: Catecol, resorcinol e hidroquinona, los cuales son importantes por sus

propiedades antioxidantes y aplicaciones en cosmética y medicina.

e Acidos grasos: Acido dodecanoico, 3-hidroxi-dcido pentadecanoico y estearato de
metilo, que desempefian un papel crucial en la biologia celular y tienen multiples

aplicaciones industriales.

e Acidos carboxilicos: Acido 10,12-docosadiinoico, un compuesto de interés por sus

propiedades bioldgicas y potenciales aplicaciones en materiales avanzados.

o Carbohidratos: Melezitosa y paromomicina, que son importantes tanto en procesos

metabdlicos como en la formulacion de productos farmacéuticos.

114



Resultados

Tabla 11 | Compuestos identificados en extracto etanélico de semilla de S.
dulcificum mediante GC-MS

Pico Tiempo de Opcién 1 Formula  InChIKey Opcién 2 Formula InChIKey Opcion 3 Formula InChIKey
retencién molecular molecular molecular
1 5,53 2,2- C6H1402 OXQHJIGWZNIQDS-  Butanamida, C7H15NO2 TVHTUPVHFMTSQT- 6- C8H1408 PRSGGNQGDW
Dimetoxibut UHFFFAOYSA-N 2-hidroxi- UHFFFAOYSA-N Propiltetrahi GRPA-
ano N, 3,3-trimetil- dro-2H- UHFFFAOYSA-
tiopiran-2-ona N
2 10,38 Glicerina C3H803 PEDCQBHIVMGVHV-  Eritritol C4H1004 UNXHWFMMPAWVPI-  Diglicerol C6H1405 GPLRAVKSCU
UHFFFAOYSA-N ZXZARUISSA-N XZTP-
UHFFFAOYSA-
N
3 12,61 Catecol C6H602 YCIMNLLNPGFGHC-  Resorcinol C6H602 GHMLBKRAJCXXBS- Hidroquinona C6H602 QIGBRXMKCJ
UHFFFAOYSA-N UHFFFAOYSA-N KVMJ-
UHFFFAOYSA-
N
4 15,39 Acido C12H2403 MUCMKTPAZLSKTL- Melezitosa C18H32016 QWIZNVHXZXRPDR- Paromomicin C23H45N501 UOZODPSAJZT
dodecanoico, UHFFFAOYSA-N WSCXOGSTSA-N a 4 QNH-
3-hidroxi- LSWIJEOBSA-
N
5 17,31 Desulfozinigr CLOH17NO6S NMXWTQFCMCVSFH- Melezitosa C18H32016 QWIZNVHXZXRPDR- -2 C14H24N202 YXTULESBNU
ina 1ZZDOVSWSA-N WSCXOGSTSA-N (Etilenodioxi) VDIP-
etilamina, N- UHFFFAOYSA-
metil-N-[4-(1- N
pirrolidinil)-2-
butinil]-
6 19,82 Acido C17H3402 FLIACVVOZYBSBS- Acido C17H3402 FRGDXZRZDAJTOU- Acido C25H4202 FAQZFJDTUM
hexadecanoic UHFFFAOYSA-N pentadecanoic UHFFFAOYSA-N ciclopropaneb BJQS-
o, éster o0, 13-metil-, utanoico, 2-[[2 UHFFFAOYSA-
metilico éster metilico [[2-[(2- N
pentilciclopro
i ) nilmatilleicla
7 20,11 1-(+)-Acido  C38H6808 TUYRNAGGIJZRNM-  Acido n- C16H3202 IPCSVZSSVZVIGE- Acido C15H3002 WQEPLUUGTL
ascorbico 2,6- LBHUVFDKSA-N hexadecanoico UHFFFAOYSA-N pentadecanoi DZJY-
dihexadecan co UHFFFAOYSA-
oato N
8 21,41 Acido C19H3802 KDQIFKKWPMBNOH- Acido C19H3802 LHMFSGXYZNXSOT- Estearato de C19H3802 WQEPLUUGTL
heptadecanoi UHFFFAOYSA-N heptadecanoic UHFFFAOYSA-N metilo DZJY-
co, 16-metil-, 0, 9-metil-, UHFFFAOYSA-
éster éster metilico N
metilico
9 21,54 Acido cis-13- C18H3402 BDLLSHRIFPDGQB-  Acido cis- C18H3402 UWHZIFQPPBDJPM- Acido trans-  C18H3402  BDLLSHRIFPD
octadecenoic WAYWQWQTSA-N vaccénico FPLPWBNLSA-N 13- GQB-
o octadecenoico AATRIKPKSA-
N
10 24,08 Acido 10,12- C28H5004Si2 SUPMFZZCWCKIAQ-  1,3-Xilil-18 C24H37BO5 VMICPXIAUUKOSB- Acido C19H3603 UKKQXJNTICL
docosadiined UHFFFAOYSA-N corona-5, 2-(9- UHFFFAOYSA-N octadecanoico ENY-
ioico, borabiciclo[3.3 , 3-0x0-, éster UHFFFAOYSA-
derivado .1lnon-9-il)- metilico N
2TMS
11 24,26 Acido C19H3804 BBNYCLAREVXOSG- Glicerol 1- C19H3804 QHZLMUACJMDIAE- Acido C35H6805 JEJLGIQLPYY
hexadecanoic UHFFFAOYSA-N palmitato UHFFFAOYSA-N hexadecanoic GEE-
0, 2-hidroxi-1- o, 1- UHFFFAOYSA-
(hidroximetil (hidroximetil)- N
Jetil éster 1,2-etano di
éster
12 26,23 Acido C21H4204 YQEMORVAKMFKLG- Acido C21H4204 VBICKXHEKHSIBG- Acido C35H6805 JEJLGIQLPYY
octadecanoic UHFFFAOYSA-N octadecanoico, UHFFFAOYSA-N hexadecanoic GEE-
0, 2-hidroxi-1- 2,3- o, 1- UHFFFAOYSA-
(hidroximetil dihidroxipropi (hidroximetil)- N
Jetil éster 1 éster 1,2-etano di
éster
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5.2.3. Efecto anticancerigeno de semilla de Synsepalum dulcificum

1.  Citotoxicidad aguda en cancer colorrectal mediante semilla de Synsepalum
dulcificum

Con el objetivo de determinar si los compuestos obtenidos con etanol al 40% de
semilla poseen efectos anticancerigenos, se trataron las lineas celulares DLD-1,
HT-29, SW480 y SW620. Para ello, primeramente, se determiné la concentracion
inhibitoria media (CI50), lo cual permitié evaluar la eficacia del extracto en inhibir

el crecimiento celular.

En la Figura 36, se observa una reduccién en el crecimiento celular de forma
dependiente de la dosis del extracto, con una relacion inversa entre la cantidad
administrada y la viabilidad celular. A medida que se increment6 la concentracién
del extracto, se observ6 una disminucién significativa en la viabilidad de las células
cancerosas. Los valores de CI50, como se ha mencionado con anterioridad que
indican la concentracion del extracto necesaria para inhibir el 50% del crecimiento
celular, fueron de 0,15 mg/mL para las lineas celulares DLD-1 y HT-29, 0,21
mg/mL para SW620 y 0,31 mg/mL para SW480. Estos resultados sugieren una
respuesta diferencial entre las lineas celulares, siendo las células SW480 las mas

resistentes al tratamiento.

- DLD1
s 100 = HT-29
5 80+ -4 SW620
]

5 god - SW480
< CI50

S 40

:

£ 20

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Extracto de semilla de Synsepalum dulcificum [mg/mL]

Figura 36| Valores CI50 de lineas celulares de cancer colorrectal tratadas con extracto
semilla de Synsepalum dulcificum. Se representan barras de error estandar para
mostrar el intervalo de confianza (n=3). Los valores de CI50 se calcularon con
GraphPad Prism 8.0.1. Se realizaron 3 ensayos independiente, con 4 réplicas cada
uno.
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1. Citotoxicidad crénica en cancer colorrectal mediante semilla de Synsepalum
dulcificum

Con el objetivo de evaluar posible resistencia o sensibilidad celular al extracto de
semilla. Se expusieron las células metastasicas SW620 durante 74 dias con 0,0133

mg/mL (equivalente al CI3) de extracto de semilla.

En la Figura 37, e observa que la curva correspondiente a las células tratadas con
extracto de semilla (color amarillo) presenta una proliferacién similar a la de las
células control (color negro) durante los primeros dias del experimento. No
obstante, a partir del dia 43, la curva de las células tratadas supera a la de las
células control, lo que podria indicar que las células estan desarrollando resistencia

al extracto de semailla.
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Figura 37| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de extracto de
semilla de Synsepalum dulcificum. Se representan barras de error estandar para
mostrar el intervalo de confianza (n=2). Las diferencias significas con relacién a se
indican con asteriscos, indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05; **p

<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001) determinadas mediante la prueba de Wilcoxon.

Para evaluar la posible resistencia al tratamiento con semilla, se realizé un ensayo
dosis-respuesta en combinacion con el quimioterapéutico oxaliplatino. Los valores
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de concentraciéon de inhibiciéon de las células SW620 se determiné mediante el
ensayo MTT después de 72 horas de exposicion a once concentraciones distintas de
oxaliplatino (0, 0,040, 0,097, 0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 y 50 pg/mL).

Como control negativo se empled medio de cultivo DMEM suplementado.

En la Figura 38, se observa un efecto similar entre el quimiofarmaco oxaliplatino
sobre las células tratadas con DMB® (curva azul) y las células control (curva roja)
a concentraciones bajas de oxaliplatino. Sin embargo, a concentraciones mas
elevadas (recuadro verde), se aprecia una disminucién del crecimiento celular de
hasta un 10% en las células previamente tratadas con semilla, en comparacion al
control (células sin tratar). Las células viables a estas concentraciones suelen ser

las resistentes al quimiofarmaco.

1 - . .
000 —— Control oxaliplatino
Celulas tratadas con
100 semilla + oxaliplatino
CI50+

Log de Viabilidad
celular (%)
—
o
1

1 T T T 1
0.01 0.1 1 10 100

Log Oxaliplatino [pg/mL]

Figura 38|Dosis-respuestas a oxaliplatino de linea metastasica SW620 tratadas con
extracto de semilla de Synsepalum dulcificum. Se representan barras de error
estdndar para mostrar el intervalo de confianza (n=3). Las diferencias significas
con relaciéon a se indican con asteriscos, indicando niveles de significancia
estadistica (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) determinadas

mediante la prueba de Wilcoxon.
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Posteriormente, se analizaron 13 biomarcadores tumorales mediante citometria de
las células tratada de forma crénica. El objetivo de este analisis fue observar los
niveles de expresiéon de estos biomarcadores tumorales y compararlos con los

niveles de control. Esto podria permitir entender mejor la dinamica del tumor.

En la Figura 39, se presenta la expresiéon de diversos biomarcadores tumorales,
expresada en términos de veces de aumento en comparacién con el grupo control,
que incluye BCRP1, AC133, CD133, LGR5, CD166, CD34, EPCAM, CD36, CD44V6
y TROP2. Los datos muestran que la mayoria de los biomarcadores no
experimentan diferencias significativas entre el grupo control y el grupo tratado
con extracto de semilla, lo que sugiere una permanencia en la expresién de estos
marcadores bajo las condiciones evaluadas. No obstante, cabe destacar que el
biomarcador RAGE muestra una reduccién significativa en el grupo tratado con el

extracto de semilla.
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Figura 39| Expresién de biomarcadores tumorales en linea celular de cancer colorrectal
(SW620) bajo exposicién constante a extracto de semilla con concentracién fija
(0,0133 mg/mL). Se representan barras de error estdndar para mostrar el intervalo
de confianza (n=4). Las diferencias significas con relacién a se indican con
asteriscos, indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05; **p < 0,01; ***

p <0,001; ****p < 0,0001) determinadas mediante ANOVA de una via.
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5.2.4. Efecto inmunomodulador de semilla de Synsepalum dulcificum

Se trataron los linfocitos con extracto obtenido con etanol al 40% de semilla para
evaluar una posible activacién del sistema inmunitario, ya que se ha reportado que

varios tipos de semilla tienen esta peculiaridad (Mishra et al., 2022).

Los resultados del analisis preliminar de citometria de flujo se presentan en la
Figura 40. La grafica muestra los perfiles de los histogramas, que representan la
distribucién de la expresion de los marcadores celulares CD3, CD4, CD8 y CD19
bajo diferentes condiciones de tratamiento: control (color verde), 10 pg/mL (color
azul), 20 pg/mL (color rojo) y 100 pg/mL (color naranja). En los histogramas, el eje
X corresponde a la intensidad de fluorescencia, mientras que el eje Y muestra el
recuento de células (Count) que exhiben dichas intensidades. Se observa un
desplazamiento hacia la derecha en los marcadores CD3, CD8 y CD4, lo que sugiere
una activaciéon de estas células. Sin embargo, en el caso de CD19, no se observa un

aumento en la expresion de las células B, responsables de la producciéon de

anticuerpos.
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Figura 40 | Expresion de biomarcadores linfocitario tras exposicién semilla de Synsepalum
dulcificum. Representacién de los perfiles de histograma de las frecuencias del

fenotipo celular con relacién a la expresion de biomarcadores.
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5.2.5. Actividad aglutinante de semilla de S. dulcificum

Con el objetivo de corroborar la seguridad alimentaria del extracto de semilla, como
lo solicita la EFSA al ingresar alimentos por primera vez en Espana, se trataron
eritrocitos con extractos para observar posibles acciones hemaglutinantes o de

hembdlisis.

Como se observa en la Figura 41, el extracto de semilla indujo hemdlisis a
diluciones més bajas (concentraciones elevadas) del extracto. Sin embargo, en la
dilucién méas alta evaluada (1:128), se aprecia una disminucién en la accién
hemolitica, lo que sugiere que la capacidad del extracto para causar hemolisis
disminuye a medida que la concentraciéon de este se reduce. Esto podria indicar
una relaciéon directa entre la concentracién del extracto y su efecto hemolitico,
sugiriendo la presencia de un umbral a partir del cual su acciéon es
significativamente menor. Este fendmeno se debe a la ruptura de las membranas
de los eritrocitos, lo que resulta en la liberacién de hemoglobina al medio

circundante.

Dado que la hemdlisis es un proceso opuesto a la hemaglutinacion, donde los
eritrocitos se agregan formando masas visibles, no es posible observar
hemaglutinacion en las muestras tratadas con el extracto de semilla. En contraste,
la ausencia de agregados celulares visibles (como se aprecia en el control positivo
a hemolisis) indica que la accién del extracto provoca lisis celular en vez de

aglutinacion.
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Figura 41|Representacién del grado de hemaglutinacién de semilla de Symsepalum
dulcificum. Micrografias a 200X muestran tres condiciones: extracto de judia pinta
(control positivo), suero fisiolégico (control negativo) y extracto de DMB®, diluidos
en PBS 1X o agua. En la parte superior se observan diluciones seriadas (1:1 a 1:128).
Cada condicién se evalué en grupos sanguineos A, B y O (n=3), con tres fotos por
ensayo y condicién, capturando diferentes campos de visiéon. Las fotografias con

marcas rojas indican >50% de aglutinacién, y las azules indican hemolisis.
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Resultados

5.3.1. Obtencién y cuantificacién antioxidante de los compuestos

fenélicos de semilla de S. dulcificum

1.  Determinacion capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum

Se obtuvieron compuestos fendlicos mediante disolventes agua, etanol y metanol
con el proposito de evaluar la eficiencia de los disolventes en la extraccién de estos

compuestos y determinar su capacidad antioxidante mediante la técnica con

DPPH.

En la Figura 42, se muestra el efecto de disolvente sobre la capacidad antioxidante
de la hoja de S. dulcificum. Los resultados se expresan como pumol de trolox
equivalente por gramo de materia seca y se cuantifico mediante la técnica DPPH.
Los valores maximos se obtuvieron con el solvente etanol al 70%, alcanzando 18+
4 pmol trolox/ g peso seco (PS). Sin embargo, no se aprecian diferencias significa
con respecto al etanol con 40% con 10 +£4 pmol trolox/ g peso seco. Motivo por el que
este disolvente se seleccioné para identificar compuestos fendlicos y realizar

ensayos celulares.

ii. Comparacién de capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum

frente a infusiones y té

Un mercado potencial identificado es el de las infusiones, en el cual la hoja podria
ser valorada y aprovechada. Con este proposito, se procedié a la obtencién de
extractos ricos en compuestos fendlicos a partir de cinco variedades de té (verde,
blanco, negro, rooibos y oolong) y cuatro tipos de infusiones (yerba mate, menta,
jazmin y manzanilla). Para realizar la comparacién, se extrajeron los compuestos
de cada una de las infusiones utilizando etanol al 40% como disolvente,
seleccionado debido a su eficacia previamente demostrada en la extraccién de

compuestos fenodlicos.

En el extracto de hoja de S. dulcificum (340 = 13 umol trolox/ g muestra seca) no
presenta diferencias significativas en comparacion con los extractos de té blanco,
té rooibos, yerba mate y menta, con valores de 540+25; 188+ 21;649+ 58; 381+ 15y

192+ 15 umol trolox/ g muestra seca, respectivamente. El valor mas alto se obtuvo
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con la infusién de jazmin, con 817+ 32 umol trolox/ g muestra seca, mientras que
el valor mas bajo se encuentra en la infusién de manzanilla con 54+5 pmol trolox/

g muestra seca (Figura 43).
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Figura 42| Efecto de disolventes sobre el porcentaje de inhibicién al radical DPPH de hoja
de Synsepalum dulcificum mediante. El grafico muestra barras de error estandar
(n=3) para representar el intervalo de confianza. Se utiliz6 ANOVA de una via para
comparar los grupos, indicando diferencias estadisticamente significativas respecto
al etanol al 70%, senaladas con asteriscos superindices segin el nivel de
significancia (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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Figura 43| Capacidad antioxidante de diferentes tes e infusiones mediante las técnicas
DPPH. El grafico de barras muestra la capacidad antioxidante de varios tés (verde,
blanco, negro, rooibos y oolong) e infusiones (yerba mate, menta, manzanilla,
jazmin), expresada en pmol equivalentes a trolox por gramo de materia seca,
mientras que el grafico de puntos indica el porcentaje de inhibicién. Las barras de
error estandar representan el intervalo de confianza (n=3). Las comparaciones
entre grupos se realizaron con ANOVA de una via, indicando diferencias
significativas respecto a la hoja de S. dulcificum mediante asteriscos superindices

segun el nivel de significancia (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

5.3.2. Identificaciéon de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum

mediante CG-MS

Se analizaron los compuestos extraidos utilizando etanol al 40% como disolvente,
con el objetivo de identificar posibles compuestos no reportados previamente en la
literatura cientifica. Para ello, se emple6 la técnica de Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS), la cual es reconocida por su alta
sensibilidad y especificidad en la identificacién de compuestos volatiles y

semivolatiles.

Los espectros de masas obtenidos fueron comparados con las bases de datos
estandarizadas del National Institute of Standards and Technology (NIST), lo que

permiti6 identificar parte de los compuestos presentes en las muestras. Para un
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mismo tiempo de retencion, se detectaron tres posibles compuestos, lo que sugiere

la presencia de isdmeros o compuestos con estructuras quimicas similares. Los

resultados de este analisis se presentan detalladamente en la Tabla 12, donde se

muestran los compuestos ordenados por tiempo de retencién (TR) de menor a

mayor, incluyendo su férmula molecular y su identificador alfanumérico

(InChIKey). Algunos ejemplos de los compuestos identificado con interés comercial

son-:

Derivados de Furano: se identificaron compuestos como Furaneol, 2,5-
Dimethylfuran-3,4(2H,5H)-dione y  2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furan-3-one, que son conocidos por sus propiedades aromaticas y su uso en

la industria alimentaria y de fragancias.

Derivados de Pirano: 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
y 2-Propyl-tetrahydropyran-3-ol, los cuales también poseen aplicaciones en
la industria de sabores y fragancias debido a sus -caracteristicas

organolépticas.

Acidos Organicos: Quinic acid, n-Hexadecanoic acid y Pentadecanoic acid,
asi como Glycerol 1-palmitate. Estos compuestos tienen importancia en la
industria alimentaria y farmacéutica por sus propiedades conservantes y

bioactivas.

Aminoacidos: Se identificé e-N-Formyl-L-lysine, un aminoacido modificado
que puede tener implicaciones en procesos bioldgicos especificos y que es de

interés en estudios relacionados con la nutriciéon y la biotecnologia.
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Tabla 12| Compuestos identificados en extracto etanélico (40%) de hoja de S. dulcificum

mediante GC-MS
Pico Tiempo de Opcién 1 Formula InChIKey Opcién 2 Formula InChIKey Opcién 3 Formula InChIKey
retencion molecular molecular molecular
1 10,66 2,5-Dimetilfurano- C6H803 PUVDDHUFFRRF Furaneol C6H803 INAXVXBDKKUCGI- Glicerina C3H803 PEDCQBHIVMGV
3,4(2H,5H)-diona MN- UHFFFAOYSA-N HV-UHFFFAOYSA-
UHFFFAOYSA-N N
2 11,86 4H-Piran-4-ona, 2,3- C6H804 VOLMSPGWNYJH 2,4-Dihidroxi-2,5- C6H804 GMQUMWVEWMCM 2-Propil- C8H1602 SMMBPJGNKCW
dihidro-3,5- QQ UHFFFAOYSA dimetil-3(2H)- OQ-UHFFFAOYSA-N tetrahidropiran- QPY-
dihidroxi-6-metil- N furano-3-ona 3-ol UHFFFAOYSA-N
3 17,27 Acido quinico C7H1206 AAWZDTNXLSGC 9- C8H1203  MSMFHMXFIYSXSQ- e-N-Formil-L- C7H14N203 KLPJXDPPMSJW
EK-LNVDRNJUSA Oxabiciclo[3.3.1lno UHFFFAOYSA-N lisina KI-LURJTMIESA-
N nan-2-ona, 5- N
hidroxi-
4 20,11 1-(H)-Acido ascérbico C38H6806 TUYRNAGGIJZRN Acido n- C16H3202 IPCSVZSSVZVIGE- Acido C15H3002  WQEPLUUGTLDZ
2,6- M-LBHUVFDKSA- hexadecanoico UHFFFAOYSA-N pentadecanoico JY-UHFFFAOYSA-
dihexadecanoato N N
5 24,26 Acido C19H3804 BBNYCLAREVXO Glicerol 1- C19H3804 QHZLMUACJMDIAE- Ester del 4cido  C35H6805 JEJLGIQLPYYGE
hexadecanoico, 2- SG-UHFFFAOYSA-palmitato UHFFFAOYSA-N hexadecanoico, E-UHFFFAOYSA-
hidroxi-1- N 1-(hidroximetil)- N
(hidroximetil)etil 1,2-etano diilo

5.3.3. Efecto anticancerigeno de hoja de Synsepalum dulcificum

1. Citotoxicidad aguda en cancer colorrectal mediante hoja de Synsepalum
dulcificum

Con el objetivo de determinar si los compuestos obtenidos con etanol al 40% de hoja
poseen efectos anticancerigenos, se trataron las lineas celulares DLD-1, HT-29,
SW480 y SW620. Al igual que en DMB® y semilla se determiné la concentracién
inhibitoria media (CI50).

Como se observa en la Figura 44, el extracto redujo la viabilidad celular de manera
inversa de la dosis, de modo que, a mayor concentracion administrada, menor fue
el porcentaje de células viables. Los valores de CI50 obtenidos para cada una de las
lineas celulares analizadas fueron los siguientes: 1,30 mg/mL para DLD-1, 1,24
mg/mL para HT-29, 0,97 mg/mL para SW480 y 1,51 mg/mL para SW620. Estos
resultados indican una respuesta diferencial entre las distintas lineas celulares,
mostrando una variaciéon en los niveles de inhibicién segin la concentraciéon
administrada. En particular, la linea celular SW480 mostré el valor de CI50 mas
bajo, mientras que la linea SW620 presenté el valor mas alto. Estos valores
sugieren que el extracto tiene una actividad inhibitoria en todas las lineas

evaluadas, aunque con diferentes grados de eficacia. La variacién de los valores de
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CI50 destaca la distinta sensibilidad de las células cancerosas bajo las mismas

condiciones experimentales.
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Porcentaje de viabilidad celular [%]
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Figura 44 |Valores CI50 de lineas celulares de cancer colorrectal tratadas con extracto
etandlico de hoja de Synmsepalum dulcificum. Se representan barras de error
estdndar para mostrar el intervalo de confianza (n=3). Los valores de CI50 se
calcularon con GraphPad Prism 8.0.1. Se realizaron 3 ensayos independiente, con

4 réplicas cada uno

1. Citotoxicidad crénica en cancer colorrectal mediante hoja de Synsepalum
dulcificum

Con el objetivo de evaluar posible resistencia o sensibilidad celular al extracto de
hoja. Se expusieron las células metastasicas SW620 durante 74 dias con 0,072

mg/mL (equivalente al CI3) de extracto de hoja.

En la Figura 45, se observa que la curva de crecimiento de las células tratadas con
el extracto de hoja (color verde) sigue un patrén similar al de las células control
(color negro) durante los primeros 50 dias del experimento. A partir de ese punto,
se evidencia una disminucién en la proliferaciéon celular, que se acentua
progresivamente hasta llegar a una completa inhibicién del crecimiento en el dia
60. En comparaciéon con las células control, que mantuvieron una proliferacién

relativamente estable durante todo el periodo.
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Figura 45| Curva de crecimiento de la linea celular SW620 en presencia de extracto de
hoja de Synsepalum dulcificum. Se representan barras de error estandar para
mostrar el intervalo de confianza (n=2). Las diferencias significas con relacién a se
indican con asteriscos, indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05; **p

<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001) determinadas mediante la prueba de Wilcoxon.

En los dias previos a la muerte celular, se analizaron 13 biomarcadores tumorales
mediante citometria de las células tratada de forma croénica. El objetivo de este
analisis fue observar los niveles de expresién de estos biomarcadores tumorales y
compararlos con los niveles de control. Esto podria permitir entender mejor la

dindmica del tumor.

En la Figura 46, se presenta la expresién de diversos biomarcadores tumorales,
expresada en términos de veces de aumento en comparaciéon con el grupo control,
que incluye BCRP1, AC133, CD133, LGR5, CD166, CD34, EPCAM, CD36, CD44V6
y TROP2. Los datos muestran que los biomarcadores no experimentan diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo tratado con extracto de hoja.
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Figura 46 | Expresion de biomarcadores tumorales en linea celular de cancer colorrectal
(SW620) bajo exposicién constante a extracto de hoja con concentracién fija (0,0072
mg/mL). Se representan barras de error estdndar para mostrar el intervalo de
confianza (n=4). Las diferencias significas con relacién a se indican con asteriscos,
indicando niveles de significancia estadistica (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001;

*¥*¥%¥p < (0,0001) determinadas mediante ANOVA de una via.
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5.3.4. Efecto inmunomodulador de hoja de S. dulcificum

De la misma manera que se ha realizado anteriormente con los extracto de DMB®
y semilla, se trataron linfocitos con extracto obtenido con etanol al 40% de hoja
para evaluar una posible activacion del sistema inmunitario, ya que se ha
reportado que varios tipos de hoja pueden inducir activacion del sistema inmune

(Laily et al., 2015; Magrone et al., 2017; Salomén et al., 2020) .

Los resultados del analisis preliminar de citometria de flujo se presentan en la
Figura 47. La grafica muestra los perfiles de los histogramas, que representan la
distribucién de la expresién de los marcadores celulares CD3, CD4, CD8 y CD19
bajo diferentes condiciones de tratamiento: control (color verde), 10 pg/mL (color
azul), 20 pg/mL (color rojo) y 100 pg/mL (color naranja). En los histogramas, el eje
X corresponde a la intensidad de fluorescencia, mientras que el eje Y muestra el
recuento de células (Count) que exhiben dichas intensidades. Se observa un
desplazamiento hacia la derecha en los marcadores CD3, CD4, y en menor
intensidad en CD8 lo que sugiere una activacion de estas células. Sin embargo, en
el caso de CD19, no se observa un aumento en la expresiéon de las células B,

responsables de la produccién de anticuerpos.
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Figura 47| Expresién de biomarcadores linfocitario tras exposicion hoja de Synsepalum
dulcificum. Representacién de los perfiles de histograma de las frecuencias del
fenotipo celular con relacién a la expresion de biomarcadores.
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5.3.5. Actividad aglutinante de hoja de S. dulcificum.

Con el objetivo de corroborar la seguridad alimentaria del extracto de semilla, como
lo solicita la EFSA al ingresar alimento por primera vez en Espana, se trataron
eritrocitos con extractos para observar posibles acciones hemaglutinantes o de

hembdlisis.

Como se observa en la Figura 48, el extracto de hoja provocé hemolisis en las
diluciones mas bajas, lo que corresponde a las concentraciones mas altas del
extracto. Esta accién se evidencié en los tres grupos sanguineos evaluados (A, By
0O). Especificamente, en los grupos sanguineos A y O, la accién hemolitica
disminuyé a partir de la diluciéon 1:8, mientras que en el grupo sanguineo B, la

disminucién se observé también a partir de la dilucién 1:28.

En el control negativo, que consistié en agua destilada, no se observaron agregados
celulares visibles, lo cual confirma la lisis celular. Esto demuestra la acciéon
hemolitica del control positivo, que provoca la ruptura de los eritrocitos y, por ende,
la liberaciéon de hemoglobina, evidenciando los efectos observados en las muestras

tratadas con los extractos.
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Diluciéon

11 12| na | |18 16 [ 1:32] | 164

V Grupo sanguineo A V ?
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Hemaglutinacién

Grupo sanguineo B

Control (+)[:
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Grupo sanguineo O

Control () oYY

Hemaglutinacién
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ontrol Control (+) hemaglutinacién
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hemdlisis
Presencia
de hemdlisis

Figura 48|Representacion del grado de hemaglutinacion de hoja de Synsepalum
dulcificum. Micrografias a 200X muestran tres condiciones: extracto de judia pinta
(control positivo), suero fisiolégico (control negativo) y extracto de DMB®, diluidos
en PBS 1X o agua. En la parte superior se observan diluciones seriadas (1:1 a
1:128). Cada condicién se evalué en grupos sanguineos A, By O (n=3), con tres fotos
por ensayo y condicion, capturando diferentes campos de visién. Las fotografias con

marcas rojas indican >50% de aglutinacién, y las azules indican hemolisis.
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5.4. Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES)
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5.4.1. Obtenciéon de miraculina de DMB® mediante NaDES.

Se obtuvieron extractos proteicos utilizando NaDES con el propdésito de evaluar el
aumento en la obtencién de miraculina en comparacién con un tampén (buffer) de
extraccion proteica. Se realiz6é un analisis mediante Western Blot para evaluar la
cantidad de miraculina obtenida en cada extracto. La cuantificacién relativa se

llev6 a cabo mediante densitometria con el software Imaged .

En la Figura 49, se observan membranas de nitrocelulosa que contienen la proteina
miraculina en forma de una banda de color negro. Las bandas correspondientes a
miraculina (con un peso molecular aproximadamente de ~30 kDa) son visibles en
la mayoria de las muestras. La intensidad de estas varia segtin el NaDES utilizado.

El control interno de cada membrana se realiz6 con buffer de extraccién proteica.

Los resultados se expresaron de manera relativa al control con el tampén de
extraccion. 13 de 31 NaDES extraen una cantidad de miraculina igual o superior
al control, con el valor més alto con el NaDES 27 (Cloruro de colina:Glicina). La
Figura 50, es una representacion relativa de la cantidad de miraculina obtenida

con cada uno de los NaDES respecto al control.
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Figura 49|Deteccion de miraculina en extracto de DMB® obtenidos con disolventes
naturales eutécticos profundos (NaDES). Membrana de nitrocelusoa obtenida
mediante la técnica Western Blot. A) NaDES 1 al 8. B) NaDES 9-12-13-14-15-16-

17. C) NaDES 18 AL 26. D) NaDES 10-11 y 27 al 31. La proteina miraculina se

muestra mediante una banda de color negro correspondiente a un tamafio de ~30
kDa. Cada fila representa una repeticion independiente del experimento. La
intensidad de las bandas depende del NaDES utilizando, indicando una mayor

extraccién de miraculina. MP, corresponde al marcador de pesos moleculares; C (+),

control con el tampén (buffer) proteico. Se trata de una imagen representativa de 3

experimentos independientes.
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NaDES 27
NaDES 10
NaDES 29
NaDES 18
NaDES 4
NaDES 22
NaDES 21
NaDES 2
NaDES 5
Tampén de extraccion
NaDES 9
NaDES 19
NaDES 26
NaDES 16
NaDES 15
NaDES 6

Figura 50: Rendimiento de extraccion de la proteina miraculina mediante Disolventes
naturales eutécticos profundos. Diagrama de barras (embudo) que muestra el valor
relativo de miraculina obtenida con los distintos NaDES (color azul), utilizando el

control positivo C (+) como referencia al 100% (color naranja).

5.4.2. Obtencién de compuestos con capacidad antioxidante de DMB®
mediante NaDES.

Se obtuvieron compuestos con capacidad antioxidante utilizando disolventes
naturales eutécticos profundos (NaDES) para evaluar la capacidad antioxidante
extraida en DMB® en comparacion con el etanol al 70% con el objetivo de aumentar
el rendimiento de obtencion de estos compuestos. Se realizé un analisis de varianza
mediante ANOVA de una via para comparar los grupos, indicando diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control etanol al 70%.

Como se observa en la Figura 51, el valor maximo se obtiene con el disolventes
etanol al 70% (102 umol trolox/ g PS), sin embargo, no se aprecian diferencias con

respecto a 16 de los 31 NaDES estudiados. Entre estos, destacan los NaDES 24
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alcanzando un valor de 97,57 umol trolox/ g PS, seguido por el NaDES 27 con 84,56
umol trolox/ g PS y el NaDES 4 con 80 pmol trolox/ g PS.

10043
Il umol Trolox/g PS

+= % inhibicién

601 60

%

40

umol Trolox/g PS

30

Hddd uomiqmuy %

201

0= 0
1 23 45 6 78 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 C

Disolventes naturales eutécticos profundos

Figura 51| Efecto de los disolventes naturales eutécticos profundos sobre la capacidad
antioxidante de DMB®. El grafico de barra representa la capacidad antioxidante
obtenida de DMB® evaluada mediante la técnica DPPH. Los resultados se
expresan en pumol equivalentes a trolox por gramo de materia seca. El grafico de
punto equivale al porcentaje de inhibicién al radial DPPH. Se utiliz6 ANOVA de
una via para comparar los grupos, indicando diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control etanol al 70% (C) mediante asteriscos

superindices (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001).
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5.5. Uso de aprendizaje automatico para la obtencion de
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante

mediante los disolventes NaDES
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Se llevaron a cabo analisis utilizando dos bases de datos: una centrada en las
propiedades nutricionales y otra en el porcentaje de inhibicién al radical DPPH de
los compuestos fendlicos obtenidos con los distintos NaDES. Se aplicaron técnicas
de claster, tanto mediante K-medias como agrupacion jerarquica, para identificar
patrones en las dos bases de datos. A continuacion, se presenta un esquema de
como se estructuraron los resultados obtenidos. En general, los resultados
muestran una correlacién entre la composicién nutricional de las frutas y su
capacidad antioxidante y, por otro lado, se destaca la efectividad de los disolventes

NaDES y Etanol al 70% en la extraccién de compuestos bioactivos (Figura 52).

Bases de datos

Base de datos 1: Base de datos 2: Poder
Propiedades nutricionales antioxidante
Cluster mediante K- || Cluster mediante Cluster mediante Cluster mediante

means agrupacion jerarquica K-means agrupacion jerarquica
I )
e = | El diagrama de Caja v 1
: El diagrama de Cajay | | bigotes muestra que estos |
: bigotes E]mostrra que : : clister se generan :
j estos clister se generan | Mejor agrupacién: 3 Cluster, Mejor agrupacién: 3 Cluster, | | significativamente !
| significativamente ™| obteniendo sus limites. obteniendo sus limites. | mediante poder ]
i mediante la cantidad ! / I antioxidantes obtenido con i
! ?ng/lOO g de glicina o : el NaDES 9 0 NaDES 16y |
'\_H_OT’_IEEO_IP_S; _________ ) 1 etanol al 70%. :
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I

]

|

]

J
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energia, proteina, calcio, zine,
selenio, potasio, fésforo,
lisina, metionina, treonina y
sacarosa.

Figura 52| Resumen de analisis de clusteres de dos bases de datos: propiedades
nutricionales y capacidad antioxidante. Se muestra la agrupacion de datos mediante
K-medias y agrupacién jerarquica, resultando en tres clisteres con sus limites. En la
base de datos 1, se observé que el clister con mayor cantidad de glicina o fitoesteroles
presenta una mayor capacidad antioxidante con NaDES 11, 12, 16, 18, 19 y 20. En la
base de datos 2, se observé que el clister con mayor capacidad antioxidante presenta
significativamente mayores cantidades de energia, proteina, calcio, zinc, selenio,
potasio, fésforo, lisina, metionina, treonina y sacarosa.
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5.5.1. Bases de datos

Se crearon dos bases de datos para el analisis predictivo. La primera corresponde

a una recopilaciéon de 69 parametros nutricionales de las 30 frutas evaluadas en

este estudio. Sin embargo, se eliminaron 5 frutas debido a la falta de informacién

necesaria para el modelamiento matematico, de las cuales fueron guarana, maqui,

arrayan, pitaya, y tuna.

La segunda base de datos contiene la capacidad antioxidante de 30 frutas obtenida

mediante los disolventes NaDES. Estos resultados se expresaron en porcentaje de

inhibicién del radical DPPH, incluyendo el disolvente etanol al 70% como control

de disolvente convencional.

Las bases de datos obtenidas se representan en el esquema de la Figura 53.

bases de datos completas se encuentran en los Anexo 1 y Anexo 2.

Bibliografia Propiedad
nutricional nutricional

* 69 categorias
* 30 Frutas

' Basede datos 1
7 frutas

eliminadas

Ensayo experimental de Capacidad
capacidad antioxidante + 30 NaDES antioxidante
mediante NaDES xlsx + Control etanol al 70%
+ 30 Frutas
39 x 30 32x 30

Basede datos 2

Las

Figura 53 | Bases de datos utilizados en el estudio. Esquema del proceso de seleccion
de datos para la elaboracién de bases de datos. La primera base (arriba)
representa la recopilacion y seleccidon de los datos obtenido mediante
bibliografia. La segunda base (abajo) muestra el proceso de seleccién de los

datos obtenido y recopilados en el laboratorio.
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5.5.2. Prediccion de la capacidad antioxidante de los fenoles obtenidos
mediante los NaDES a partir de las caracteristicas funcionales de

las frutas

Se realizaron los analisis de las bases de datos mediante algoritmos de aprendizaje
automatico supervisado, con el objetivo de predecir la capacidad antioxidante que
obtiene un NaDES de una fruta conociendo sus caracteristicas funcionales. Es
decir, se estudiaron diferentes algoritmos de regresiéon para predecir un valor

numérico. Para realizar dicho analisis, se juntaron las dos bases de datos.

En la Tabla 13, se muestra el analisis de las dos bases de datos implementando los
6 modelos de regresién: SVM, Random Forest, kNN, 4rbol de decisién (Tree),
Stochastic Gradient Descent y Regresion Lineal. Aunque ninguno de los modelos
presenta una buena precisién en el ajuste (Figura 54) el modelo Random Forest

presento6 el mejor ajuste donde el coeficiente de R2 mostré un valor de 0.547.

D Data @ O@,@
S \

Capacidad antioxidante Transpose O% Eﬁ Data m
D Data @ Merge Data  Select Columns
¥

8eg

Propiedad nutricional Transpose (1) !}
Learner cid
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e & .
&S g
o §/ =
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© )
R LR K] 2‘ %
andom Forest [0 S
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Tree

Stochastic Gradient
Descent  Linear Regression

Figura 54| Algoritmos de aprendizaje supervisado utilizados mediante el programa
Orange3. Imagen representativa del entorno de desarrollo integrado
utilizado para la evaluacion de las bases de datos.
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Tabla 13| Evaluacién de los modelos supervisados utilizados en este estudio.

Métricas de presicién

Modelo  Posicién MSE RMSE MAE R?
Random Forest 1 462.066  21.296 16.148 0.547
Tree 2 679.189  26.061 20.061 0.334
kNN 3 1064.818  32.632 22.874 -0.044
SVM 4 135166  36.765  29.824 -0.325
Linear Regress: 5 2378.069 48.765 28.767 -1.332
SGD 6 9296.145 96.417 37.053 -8.116

5.5.3. Agrupacion (clustering) de frutas

En el apartado anterior se observa que no se puede predecir con suficiente precisién
la capacidad antioxidante de los fenoles que se obtiene mediante los NaDES a
partir inicamente de las caracteristicas funcionales de las frutas. Motivo por el
que se ha decidido realizar un nuevo enfoque. Se estudié la posible agrupaciéon de
las frutas segin sus propiedades nutricionales, por un lado, y en funcién de sus
capacidades antioxidantes de los fenoles obtenido mediante los NaDES, por otro.
Estas agrupaciones se realizaron mediate el aprendizaje automatico no

supervisado.

Uno de los problemas que suele estudiar el aprendizaje automatico no supervisado
se conoce en inglés como “clustering”, y para nuestro estudio se han utilizado los
algoritmos K-medias (K-mean) y agrupacién jerarquica (Hierarchical clustering).
El analisis y valores de estas agrupaciones fueron evaluadas mediante el diagrama

de bigotes y cajas (Box plot).

En este contexto, como se ha explicado anteriormente, el indice de silueta (valor
dado por el algoritmo K-medias en nuestro estudio) entrega valores -1 y 1, donde
valores cercanos a 1 sugieren que los puntos de datos estan adecuadamente
agrupados dentro de su respectivo cltuster, valores cercanos a 0 indican que los
puntos estan en el limite de dos cltusteres, y valores negativos indica que los puntos
de datos pueden estar incorrectamente agrupados, dado que se encuentran mas
proximos a los puntos pertenecientes a un cluster diferente que a los de su propio

claster.
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ii.  Agrupacién (clustering) de frutas mediante sus propiedades

nutricionales

Para la base de datos 1, que contiene las propiedades nutricionales de las frutas,
los valores de silueta fueron similares, aunque los valores mas altos se encontraron
para 5 clisteres con un valor de 0.366 (Tabla 14). Sin embargo, también se
encontraron valores similares para 2 clasteres con 0.358, distribuidos en 7y 17
frutas (Figura 55 A); Para tres clisteres un valor de 0.362, distribuidos en 2, 5y
16 frutas (Figura 55 B) y para cuatro clisteres un valor de 0.362, distribuidos en
1, 2, 4 y 16 frutas (Figura 55 C).

Por otro lado, mediante el algoritmo de agrupacion jerarquica se obtuvieron datos
en un dendrograma, lo cual, ha permitido visualizar los componentes que
conforman cada cluster (Figura 56). Se observa una distribucién homogénea de las
frutas para una agrupacién mediante dos clisteres P1 (color rojo) y P2 (color verde)
(Figura 56 A). Para el caso de tres cltsteres, se identificaron que el grupo P1 (color
rojo) esta constituido por la mayoria de las frutas, P2 (color azul) esta constituido
por dos frutas, datil y ldcuma (P2), y el tltimo grupo P3 (color verde) con cinco
frutas: uchuva (Golden berry), acai, aguacate, guarana y maqui (P3) (Figura 56B).
Mientras que, al aumentar a cuatro clisteres, se mantiene la distribucion anterior,
con la diferencia que el cuarto clister (P4) se conforma solamente de fruta uchuva

(Golden Berry) (Figura 56C).
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Tabla 14| Valores de K-medias de frutas en funcién de sus propiedades nutricionales

Numero de Grupos

2 3 4 5 6 7 8
K-means 0.358 0.362 0.362 0.366 0.365 0.354 0.339

>
o]
Q

16— 16—
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1

124
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1
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®©
1
Numero de frutas
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1
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Cluster Cluster Cluster

Figura 55| Distribucién de los distintos grupos de frutas en funcién de sus propiedades
nutricionales mediante el algoritmo K-medias. Distribucién generada mediante el
algoritmo K-medias, donde cada grupo est4 representado por la etiqueta (P), el cual
corresponde a las agrupaciones generadas por el programa orange3: (A) dos grupos

(B) tres grupos (C) cuatro grupos.
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acerola
Manzana
Ciruela
Pifia
Pomelo

Figura 56|Agrupacién jerarquica de las frutas en funcién de sus propiedades
nutricional. Clasteres generados con el algoritmo de agrupacién jerarquica
mediante el sofware orange3. Los clusteres se representa con la etiqueta “P”,
donde se observa la distribucion de las frutas con (A) dos cluster, (B) tres clisteres
y (C) cuatro clusteres.
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Aunque el valor mas alto del indice de silueta se observa en el caso de la agrupacion
en cinco clusteres (Tabla 14), a partir del cuarto cldster, cada uno de ellos comienza
a estar constituido por una Unica fruta. Esta situacion dificulta la justificacion de
una comparacién significativa entre los clisteres, ya que, al estar formados por un
solo elemento, no cumplen con el objetivo de agrupar con caracteristicas similares.
Por lo tanto, la interpretacion de estos resultados pierde relevancia en términos de
analisis comparativo entre grupos. Por este motivo, para los analisis posteriores se

escogio la distribucién generada con 3 cltsteres.

Posteriormente, a partir del dendrograma, los datos fueron analizados mediante el
diagrama de cajas y bigotes. Esta forma de visualizar los datos se observé los
limites, media y valores atipicos de cada cluster y los parametros mas relevantes

(componentes) que generaban cada cldster.

Los compuestos glicina y fitoesteroles mostraron tener mas relevancia en la
distribucién de los tres clisteres utilizando el diagrama de caja y bigotes (Boxplot)
(Figura 57). Para la agrupacién generada segin la cantidad de fitoesteroles, el
analisis de varianza (ANOVA) mostr6 un valor de 54,9 con una P menor de 107% .
El claster P1 mostré valores entre 0 a 0,5 mg; 12 a 18 mg para el claster P2y 10 a
111 mg para el clister P3 (Figura 57 A). Los clisteres generados segtn la cantidad
de glicina mostraron un andlisis de varianza (ANOVA) de 34,27 también con valor
de P menor de 107*. El clister P3 mostré los valores més bajo de glicina, entre 0 y
30 mg (P3), 50 a 90 mg para el cluster P1, y 135 mg a 170 mg para el clister P2
(Figura 57B).
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Figura 57| Distribucion de las frutas segtiin la cantidad de fitoesteroles y glicina utilizando

el diagrama de caja y bigotes (Boxplot). (A) Fitoesteroles totales [mg/100g]: Los

valores medios y la dispersién de los fitoesteroles totales se presentan para los tres
Clusteres (P1, P2 y P3), mostrando diferencias significativas entre ellos (ANOVA:
54.992, p menor de 10~%). (B) Glicina[mg/100g]: Los valores medios y la dispersién

de la glicina se presentan para los tres cltisteres (P1, P2 y P3), mostrando también
diferencias significativas entre ellos (ANOVA: 34.279, P menor de 10™%). Las cajas

representan el rango intercuartil (IQR) de los datos, las lineas dentro de las cajas

indican la mediana, y los bigotes se extienden hasta los valores minimos y

maximos que no son considerados valores atipicos.
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Los resultados de los andlisis de los clisteres basados en las concentraciones de
glicina y fitoesteroles se representaron mediante un grafico de dispersién (Figura
58). El cluster P1 (color azul) que estd constituido por la mayoria de las frutas
tiende a agruparse por sus niveles bajo y medio de glicina y fitoesteroles,
respectivamente. El clister P2 (color rojo,) que esta constituido por datil y licuma,
se caracteriza por poseer alta y media cantidad de glicina y fitoesterol. Por otro
lado, el cluster 3 P3 (color verde) que esté constituido uchuva (golden Berry), acai,

aguacate, guarana y maqui, muestras altas cantidades de glicina y baja cantidad

de fitoesterol.
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Figura 58 | Grafico de dispersién de las frutas segtun la cantidad de fitoesteroles y glicina.
Los puntos representan las frutas y estan coloreados segin su pertenencia a uno
de los tres Clusteres (P1 en azul, P2 en rojo y P3 en verde) distribuidos mediante
agrupacion jerarquica. Los contornos de color muestran las regiones de influencia
de cada claster en el espacio de las dos variables nutricionales: fitoesteroles totales
(mg) y glicina (mg). Se observa que cada clister ocupa una regién distinta,
indicando diferencias significativas en las cantidades de fitoesteroles y glicina

entre los grupos.
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Las frutas fueron agrupadas en clisteres basados en sus propiedades
nutricionales, identificando la glicina y los fitoesteroles como los compuestos mas
relevantes en dichos agrupamientos. Posteriormente, con el propdsito de saber si
estos clusteres poseen diferencias significativas con respecto a su capacidad de
inhibir el radical DPPH (capacidad antioxidante) se llevé a cabo un andlisis de
varianza realizando pruebas post hoc de Duncan (DMS). Este analisis se realizé

con cada uno de los diferentes disolventes empleado en este estudio.

El andlisis mostr6 que el clister P3 (color verde), caracterizado por su alto
contenido de fitoesteroles, exhibe una capacidad antioxidante significativamente
superior con los disolventes NaDES 3, 11, 12, 16, 18, 19, 20, 21, 31 y etanol al 70%
en comparacion con los clisteres P1 y P2, que son frutas con bajo y medio capacidad

antioxidante (Figura 59).
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Figura 59| Capacidad antioxidante de diferentes frutas agrupadas segin su composicién
de Glicina y Fitoesteroles. En color azul se representan las frutas que posee bajas
cantidades de glicina y fitoesteroles. En color rojo, se muestran las frutas que
presentan una cantidad media de glicina y fitoesteroles, mientras que en color
verde se indican las frutas con alta cantidades de glicina y fitoesteroles.
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iii. Agrupacién (clustering) de frutas mediante porcentaje de
inhibicién al radical DPPH obtenido con NaDES.

Del mismo modo, se han realizados clisteres la base de datos 2, que contiene la

capacidad antioxidante de las frutas que fueron capaces de obtener los NaDES.

Los valores de silueta més altos se encontraron para 2 clisteres con 0.468 (Tabla
15) distribuidos en 7 y 23 frutas y tres cltsteres con un valor de 0.400, distribuidos

en 3, 12 y 15 frutas (Figura 60)

Tabla 15| Valores de K-medias de las frutas en funcién de su capacidad antioxidante

obtenida mediante disolventes eutécticos profundos

Numero de Grupos

2 3 4 5 6 7 8
K-means 0.468 0.4 0.333 0.342 0.287 0.301 0.292

A B C
20 20 20
(2] g %
fé 16 E 16— E 16
%5 o )
< 129 T 127 < 12
5 5 5
£ 8- g 87 g 8-
2 = g
G “ 4 “ 4
00— I I [ I I .
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F1 F2 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F4
Cluster Cluster Cluster

Figura 60| Distribucién de los distintos grupos de frutas en funcién de su porcentaje de
inhibicién al radical DPPH mediante el algoritmo K-medias. Distribuciéon generada
mediante el algoritmo K-medias, donde cada grupo esta representado por la
etiqueta (F), el cual corresponde a las agrupaciones generadas por el programa

orange3: (A) dos cltsteres (B) tres cltsteres (C) cuatro Clusteres.
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En la Figura 61, se puede observar las frutas que componen cada clister generado.
Para dos cltsteres observé una distribucién homogénea de las frutas F1 (color azul)
y F2 (color rojo) (Figura 61 A). Para tres cltsteres, se identificaron dos grupos
constituidos por la mayoria de las frutas: F1(color azul) y F3 (color verde) (Figura
61B), y el grupo F2 (color rojo) estd constituido solo por tres frutas: arandano,

guarand y maqui (Figura 61C).
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Figura 61| Agrupacién jerarquica de las frutas en funcién de su porcentaje de inhibicién
al radical DPPH de los compuestos obtenidos mediante NaDES. clusteres
generados con el algoritmo de agrupacion jerarquica mediante el sofware orange3.
Los cltsteres se representa con la etiqueta “F”, donde se observa la distribucion de
las frutas segin la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicion de DPPH)
mediante NaDES, con (A) dos cluster, (B) tres clisteres.
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Si1 bien el valor mas alto del indice de silueta se obtuvo al agrupar los datos en dos
cltsteres (Tabla 15), se ha optado por realizar los andlisis futuros utilizando una
agrupacion en tres clisteres. Al analizar las frutas pertenecientes a cada clister
(Figura 61), se observé que las frutas ardndano, guarand y maqui se agruparon en
un tercer claster. Desde una perspectiva analitica, estas frutas son reconocidas en
la literatura cientifica por su alta capacidad antioxidante y nos pueden
proporcionar informacion en términos de sus propiedades bioquimicas. Motivo por

el que los futuros analisis se realizaron con la agrupacion de tres clisteres.

Mediante el diagrama de caja y bigotes los disolventes NaDES 9 y NaDES 16
mostraron tener mas relevancia en la agrupacion de las frutas en los tres clisteres.
La agrupacién de estos clisteres muestra una varianza (ANOVA) de 141,87 y
128,89, respectivamente. Ambos con un valor de p menor de 104 (Figura 62). Los
rangos de capacidad antioxidante (% de inhibicién del radical DPPH) para los
cltisteres fueron aproximadamente: clister F1 (color azul) de 5% a 15%, clister F2
(color rojo) de 74% a 90% y clister F3 (color verde) de 29% a 50%, pudiéndose
considerar valores bajos, medio y alta capacidad antioxidante. Se comprobd que
ambos disolventes generaban la misma distribucién de las frutas, lo que sugiere
que no hay diferencias significativas en la extraccién de compuestos de las frutas
entre los dos disolventes utilizados. Al observar en que clister pertenece la fruta
S. dulcificum se puede ver que pertenece al clister F3 (color verde) catalogado como

capacidad antioxidante medio.
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Figura 62 | Distribucién de las frutas segin el porcentaje de inhibicién al radical DPPH
obtenida mediante NaDES 9 y NaDES 16. (A) Capacidad antioxidante obtenido con
NaDES 9: Los valores medios y la dispersién de la capacidad antioxidantes se
presentan para los tres clisteres (F1, F2 y F3), mostrando diferencias significativas
entre ellos (ANOVA: 141, p menor de 107%). (B) Capacidad antioxidante obtenido
con NaDES 16: Los valores medios y la dispersion de la capacidad antioxidante se
presentan para los tres clisteres (F1, F2 y F3), mostrando también diferencias
significativas entre ellos (ANOVA: 129, p menor de 10™%). Las cajas representan el
rango intercuartil (IQR) de los datos, las lineas dentro de las cajas indican la
mediana, y los bigotes se extienden hasta los valores minimos y maximos que no

son considerados valores atipicos.
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Los resultados de los analisis de los clusteres basados el porcentaje de inhibiciéon
de radical DPPH de los compuestos fendlicos obtenidos con los NaDES 9 y NaDES
16 se representaron mediante un grafico de dispersion. Los clusteres de las frutas
obtenidos mediante los NaDES 9 y NaDES 16 también se visualizaron mediante
el grafico de dispersién. El grupo F1(color azul) tiende a agruparse por sus niveles
bajo de capacidad antioxidante, el grupo F3 (color verde) posee una capacidad
antioxidante moderada, y el grupo F2 (color rojo) muestra alta capacidad

antioxidante (Figura 63).

NaDES-16

F1

X O OFZ

E3

NaDES-9

Figura 63| Grafico de dispersién de las frutas segin la capacidad antioxidante obtenida
mediante NaDES-9 y NaDES-16. Los puntos representan la capacidad
antioxidante de las frutas y estan coloreados segiin su pertenencia a uno de los tres
clisteres (F1 en azul, F2 en rojo y F3 en verde) distribuidos mediante agrupacién
jerarquica. Los contornos de color muestran las regiones de influencia de cada

cluster en el espacio del porcentaje de capacidad antioxidante obtenido con NaDES
9y NaDES 16.
Posteriormente, con el objetivo de observar si hay una relacion de las frutas
agrupadas en relaciéon con su capacidad antioxidante en el contenido de sus

propiedades nutricionales se realiz6 un analisis de varianza entre los clusteres. En
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la Figura 64, se muestran los parametros nutricionales que presentaron diferencias
significativas. El cluster F2, que se caracteriza por tener frutas con niveles altos
de capacidad antioxidante, presenta valores significativamente mas altos en
cantidad de proteinas, energia, zinc y fosforo, con respecto a los grupos F1 (bajo

capacidad antioxidante) y el grupo F3 (medio capacidad antioxidante).
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Figura 64| Contenido nutricional de diferentes frutas agrupadas segin su capacidad de
inhibicién al radical DPPH con los disolventes NaDES. En color azul se representan
las frutas con un bajo porcentaje de inhibiciéon del radical DPPH. En color rojo, se
muestran las frutas que presentan un alto porcentaje de inhibicion del radical
DPPH, mientras que en color verde se indican las frutas con un porcentaje medio
de inhibicién del radical DPPH.

1v. Agrupacién (clustering) de frutas mediante porcentaje de

inhibicién al radical DPPH obtenido con etanol 70%.

Con el propésito de analizar la capacidad de extraer compuestos fendlicos con poder
antioxidante del etanol al 70% en las distintas frutas, se realizaron 3 claster al
igual que se obtuvieron con los disolventes NaDES. Esto con el objetivo de

comparar ambos tipos de disolventes.
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Como resultado se obtuvieron tres grupos etiquetados como: E1 (color azul), E2
(color rojo) y E3 (color verde), como se muestra en la Figura 65. Los valores para el
grupo E1 fueron de 1% a 10% (color azul), de 27% a 37% para el grupo E2 (color
rojo) y de 62% a 82% para el grupo E3 (color verde) pudiéndose considerar como
bajo, medio y alta capacidad antioxidante. El an4lisis de varianza (ANOVA) mostré

un valor de F de 129.8 y un valor de p <de 104 (Figura 66).

Por otro lado, al observar que los clisteres resultantes de la distribucion de las
frutas utilizando NaDES y Etanol al 70% eran diferentes, se pudo identificar que
algunas frutas incrementan su porcentaje de inhibicion del DPPH cuando se
emplean los disolventes NaDES en comparacion con el Etanol al 70%. Un ejemplo
de esto es la fruta acerola, que fue clasificada en el clister de baja capacidad
antioxidante al usar Etanol al 70%, pero que, al utilizar los disolventes NaDES 9

y 16, fue reclasificada en el cluster de capacidad antioxidante media.
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Figura 65| Agrupacién jerarquica de las frutas en funcién de su % de inhibicién al radical
DPPH obtenida con el disolvente Etanol al 70%. clisteres generados con el algoritmo
de agrupacion jerarquica mediante el sofware orange3. Los clusteres se representa
con la etiqueta “E”, donde se observa la distribucion a traves de 3 cluster de las frutas
segin la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicion de DPPH) obtenido

mediante etanol al 70%.
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Etanol al 70%
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Figura 66 | Distribucion de las frutas segtin su % de inhibicién al radical DPPH obtenida

mediante Etanol al 70%. Diagrama de dispersién de la capacidad antioxidante

representada como porcentaje de inhibicién al radical DPPH mediante el Etanol al

70%. Los valores medios y la dispersion de la capacidad antioxidantes se presentan

para los tres Clusteres (E1, E2 y E3), mostrando diferencias significativas entre

ellos (ANOVA: 131, P menor de 10™%). Las cajas representan el rango intercuartil

(IQR) de los datos, las lineas dentro de las cajas indican la mediana, y los bigotes

se extienden hasta los valores minimos y maximos que no son considerados valores

atipicos

Al observar la diferencia en los clasteres, se decidié evaluar la capacidad

antioxidante de cada fruta utilizando todos los disolventes NaDES y compararlos

con el Etanol al 70%. Para llevar a cabo esta comparacién, primero fue necesario

establecer un rango de valores que clasificara a las frutas en baja, media o alta

capacidad antioxidante. Los rangos se determinaron utilizando los valores del

claster generado mediante NaDES 9, ya que presentaban un valor de ANOVA

mayor que los obtenidos con NaDES 16 y Etanol al 70%.

Sin embargo, estos rangos no cubrieron todos los valores posibles (0% a 100% de

inhibicién), lo que generé “brechas” numéricas. Si una fruta tiene un valor dentro
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de estas “brechas”, no se puede clasificar adecuadamente. Motivo por el que se
promedi6é los rangos de los clisteres obtenidos con Etanol al 70% y con los
disolventes NaDES 9 y NaDES 16, que ha permitido los siguientes rangos de
clasificacion: 1% a 20% como baja capacidad antioxidante, 21% a 55% como media

capacidad antioxidante, y 56% a 100% como alta capacidad antioxidante.

Obteniendo el rango establecido para clasificar las frutas, se realizd el estudio
comparativo. La clasificacién de las frutas se llevd a cabo seleccionando el valor
maximo del % de inhibicién al radical DPPH obtenido con distintas NaDES y se
compard con el valor correspondiente obtenido con etanol al 70%, los resultados se
muestras en la Tabla 16. Se encontraron diferencias en la eficacia de estos
disolventes. Frutas como el agai, guarana y maqui mostraron altos poderes
antioxidantes tanto con etanol como con NaDES, alcanzando valores entre 74% y
93%. En contraste, limén, la acerola y el aguacate (sefialado con un recuadro rojo)
, que no presentaron capacidad antioxidante con etanol, mostrando valores medio
y altos con NaDES, sugiriendo que estos disolventes son mas efectivos para ciertas
frutas. El arandano y la frambuesa también destacaron con valores altos de
capacidad antioxidante usando NaDES. Frutas como la banana y el kiwi
demostraron bajos poderes antioxidantes independientemente del solvente.
Algunas frutas como la ciruela y la manzana mejoraron de un nivel medio con
etanol a alto con NaDES. En el caso de S. dulcificum, el disolvente etanol ha

obtenido mayor capacidad antioxidante.

Al evaluar de manera general la capacidad antioxidante que obtienen los NaDES
mediante un mapa de calor (heat map) (Figura 67) se observa que, en la mayoria de
los casos, los disolventes NaDES son mas efectivos que el etanol al 70% para
extraer la capacidad antioxidante de diversas frutas. En particular NaDES 24 y
NaDES 27, logran extraer altos niveles de capacidad antioxidante de frutas como
la acerola, el arandano, la frambuesa, la fresa y la manzana, superando los
resultados obtenidos con etanol al 70%. En frutas como el limén y el aguacate, los
NaDES muestran una capacidad antioxidante mayor comparada con el etanol al
70%. Aunque el etanol al 70% es efectivo en ciertos casos especificos, como en el

maqui y guarand, los NaDES demuestran ser mas versatiles y eficaces en la
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mayoria de las frutas estudiadas.

Frutas que no presentaban actividad

antioxidante con etanol, como la acerola y el aguacate, mostraron altos valores de

capacidad antioxidante cuando se usaron disolventes NaDES.

Tabla 16 | Porcentaje de inhibicién al radical DPPH de diversas frutas utilizando etanol al

70% y NaDES como disolventes.

Clasificacién de las frutas

Fruta % de inhibicién % de inhibicién al ~ *Nivel de *Nivel de Disolvente que presenta
al radical radical DPPH de capacidad capacidad una mayor capacidad
DPPH de compuestos antioxidante antioxidante para extraer compuestos
compuestos obtenidos con segin valor  segun valor  con capacidad
obtenidos con NaDES (seleccién  obtenido con obtenido con antioxidante.
etanol 70% del valor maximo etanol al 70% NaDES

entre los NaDES

Acai 74,20 37,84 alto medio Etanol al 70%

Acerola 0,00 87,07 - alto NaDES 30

Aguacate [0,00 35,93 medio NaDES 24

Arandano 61,90 85,84 alto alto NaDES 27

Banana 0,00 9,67 - bajo NaDES 7

Ciruela 40,79 73,76 medio alto NaDES 24

Datil 1,80 23,50 bajo medio NaDES 1

Frambues 45,63 84,81 medio alto NaDES 24

Fresa 64,34 75,72 alto alto NaDES 21

Guarana 90,07 90,07 alto alto Etanol al 70%/NaDES 9

Kiwi 0,00 11,46 - bajo NaDES 13

28,52 87,43 medio alto NaDES 24

Licuma 0,00 28,38 - medio NaDES 12

Manzana 21,04 66,60 medio alto NaDES 24

Magqui 92,65 90.10 alto alto Etanol 70

Naranja 9,55 28,47 bajo medio NaDES 4

Papaya 2,96 13,46 bajo medio NaDES 16

Pina 0,00 20,30 - medio NaDES 27

Pitaya 12,20 15,06 bajo bajo NaDES 13

Pomelo 1,19 14,86 bajo bajo NaDES 28

DMB @ 75,00 72,32 alto alto Etanol 70

Uva 48,51 60,95 medio alto NaDES 24

Arrayan 50,11 44,46 medio medio Etanol 70

Caqui 27,45 46,38 medio medio NaDES 15

Chilco 30,82 47,62 medio medio NaDES 6

Feijoa 62,73 76,30 alto alto NaDES 24

Golden 10,69 11,48 bajo bajo NaDES 4

Ginkgo 14,09 23,01 bajo medio NaDES 23

Peumo 57,88 76,18 alto alto NaDES 24

Tuna 11,39 19,82 bajo bajo NaDES 22

* Porcentaje de inhibicién al radical DPPH: 1% a 20% baja, 21% a 55 media y 56% a 100% alta.
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Figura 67|Matriz de calor que muestra el porcentaje de inhibicion al radical DPPH
diversas frutas utilizando diferentes disolventes NaDES y etanol al 70. Los colores
varian desde azul oscuro, que indica un bajo porcentaje de inhibicion del radical
DPPH (1%), hasta amarillo brillante, que indica un alto porcentaje de inhibicién
del radical DPPH (92%). Las 4reas en gris representan experimentos que no se
realizaron. La barra de colores que esta al superior del grafico representa la escala

de valores.

V. Agrupacién (clustering) de los disolventes NaDES con respecto al

porcentaje de inhibicion al DPPH que obtienen de frutas.

Hasta ahora, se ha analizado la distribucién de las frutas en funcién de sus
propiedades nutricionales y su capacidad antioxidante. Con el fin de profundizar
en este analisis, se busco identificar qué tipo de frutas estan mas estrechamente

relacionadas con la distribucion observada al utilizar los disolventes NaDES.
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A partir del tercer clister cada uno de ellos comienza a estar constituido por una
unica fruta. Esta situacién dificulta la justificacibon de una comparacién
significativa entre los cltusteres, ya que, al estar formados por un solo elemento, no
cumplen con el objetivo de agrupar con caracteristicas similares. Por lo tanto, la
interpretaciéon de estos resultados pierde relevancia en términos de analisis

comparativo entre grupos.

En la Figura 68, se puede observar que el grupo N1 (color azul) estd compuesto
por tres NaDES: 1, 13 y 28. El grupo N3 (color verde) incluye los NaDES: 8, 9, 22,
4, 20, 16, 27, 24 y 27. El grupo N2 (color azul) esta constituido por los NaDES
restantes, siendo el grupo con el mayor numero de disolventes generados,

resultados obtenido mediante la distribucién jerarquica.

Las frutas arandano y guarana mostraron tener mas relevancia en la distribucién
de los tres clisteres, mostrando una varianza (ANOVA) entre los grupos de 63 y
13, respectivamente, ambos con un P < 104, resultados obtenidos mediante el
diagrama de caja y bigotes (Figura 69). Estos valores indican y muestran una
diferencia significativa entre los mismo NaDES para extraer compuestos fendlicos.
El clister N1 (color azul) posee valores entre 1% a 50% de capacidad antioxidante,
el clister N2 (color rojo) mostré una inhibicién del 60% al 80%, y el clister N3 tuvo

valores del 84% a 90%.
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Figura 68| Agrupacion jerarquica de los NaDES y etanol al 70% con respecto al % de
inhibicién al radical DPPH de las frutas ardndano y guarani. n esta figura se
observa la formacion de clisteres generados en funcién del porcentaje de inhibicion
del radical DPPH por los polifenoles extraidos utilizando diferentes disolventes.
Los disolventes NaDES y el Etanol al 70% se agruparon en tres clusteres
principales (N1, N2 y N3).
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Figura 69 | Distribucién de las NaDES con respecto al % de inhibicién al radical DPPH de
las frutas arandano y guarani. El diagrama de dispersién muestra la capacidad
antioxidante de arandano (A) y guarana (B), agrupada en tres clisteres (N1, N2 y
N3). En ambos casos, hay diferencias significativas entre los grupos (ANOVA, P <
104). Las cajas indican el rango intercuartil y los bigotes muestran los valores

extremos no atipicos.
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6. Discusion

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el potencial del producto DMB®
de la empresa Medicinal Gardens S.L., asi como los subproductos generados
durante su procesamiento, especificamente hojas y semillas de la planta S.
dulcificum. Se busca explorar su posible aplicacion en las industrias cosmética,
farmacéutica y alimentaria. También se investigé la obtencién de la proteina
miraculina, reconocida por su alto valor comercial. Este trabajo se desarrollé bajo
la vanguardia de la investigacion aplicada, promoviendo una economia circular al

aprovechar subproductos.

Por otro lado, ante la necesidad de alternativas seguras, naturales, innovadoras y
sostenibles para la extraccién de compuestos fendlicos con capacidad antioxidante,
se evaluaron los Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES). Estos
disolventes son conocidos como una opciéon prometedora en términos de
rendimiento de extraccién en comparacién con los métodos tradicionales (Bakirtzi
et al., 2016). Los NaDES, al ser compuestos biodegradables y biocompostables,
pueden contribuir a la reduccién de la huella de carbono y mejorar la seguridad y
el manejo de residuos. Para analizar la relacién entre los NaDES y los compuestos
fendlicos obtenidos a partir de diversas frutas, se emplearon técnicas de
aprendizaje automatico (Machine Learning). Estas técnicas permitieron identificar
los factores asociados con las propiedades nutricionales y la capacidad antioxidante

de dichos compuestos fendlicos.

6.1. Obtencién y cuantificacion de compuestos fendlicos de

Synsepalum dulcificum mediante disolvente convenciones.

Se extrajeron y analizaron compuestos fendlicos de semillas, hojas y pulpa
(DMB®) de S. dulcificum. En el caso de la pulpa (DMB®), se utilizaron agua y
etanol como disolventes debido a que los compuestos fendlicos en esta matriz,
menos lignificada y con menor contenido de polisacaridos, son mas accesibles a

disolventes polares (Hensen et al., 2022). En contraste, las semillas y hojas poseen
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paredes celulares mas complejas, con mayor contenido de lignina y celulosa, lo que
dificulta la liberacion de los compuestos fendlicos. Para estas matrices, se utilizé
metanol, un disolvente que facilita la ruptura de estas estructuras y permite una

extraccién mas eficiente de los compuestos fenélicos (Do et al., 2014).

6.1.1. Compuestos fenélicos totales y capacidad antioxidante de DMB®.

Se obtuvieron compuestos fendlicos utilizando un gradiente de etanol. Sin
embargo, se observo una gran variabilidad segin el porcentaje de etanol utilizado,
con valores entre 5 y 14 mg GAE/g PS y una capacidad antioxidante de los
compuestos entre 40 y 80 umol trolox/g PS (Figura 20). Estudios previos sefialan
que factores como la cantidad de muestra, el tiempo y la temperatura de extraccién
pueden influyen en el rendimiento de estos compuestos (Sun et al., 2015). Por ello,
se realizé una estandarizacion con distintos porcentajes de etanol, ratios muestra/
solvente y tiempos de extraccion para determinar que parametros permiten

compuestos con mayor capacidad antioxidante.

La estandarizacion en la obtencién de compuestos fenélicos de DMB® mostré que
los valores maximos de fenoles totales se obtuvieron con etanol 70%, independiente
del ratio muestra/solvente y el tiempo de extraccion, consiguiendo
aproximadamente 14 mg GAE/g PS (Figura 21). Estos valores son similares a
estudios previos que reportan entre 13.7 y 16.43 mg GAE/g PS (Wagner et al.,
2023). El etanol rompe las membranas celulares, permitiendo la liberacién de
compuestos bioactivos internos de la célula vegetal (Monroy et al., 2016; Jiménez-
Moreno et al., 2019; Iza et al., 2023). Adema4s, el agua ayuda a la solubilidad al
disminuir la distancia entre grupos hidroxilo y aumentar la distancia entre grupos

metilo (Wang et al., 2019a).

Al cuantificar la capacidad antioxidante mediante la inhibicién del radical DPPH,
los fenoles obtenidos con los parametros etanol al 70%, una proporcién de 1:10 p/v
y una hora de extraccién, extrajeron compuestos con mayor capacidad
antioxidante, alcanzando 100 pmol trolox/g PS (Figura 24). Estos valores superan
hasta cinco veces la actividad obtenida en trabajos previos, como el de Wagner et

al., 2023. Las variaciones podrian ser por las diferencias en las técnicas de
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extraccion, especificamente el uso de fluidos supercriticos en lugar de agitacién
magnética, asi como por factores relacionados con el mantenimiento, la

manipulacion y el proceso de extraccion.

Los extractos de DMB® muestran una inhibicion al radical DPPH similar o
superior al de frutas valoradas por su alto capacidad antioxidante, como la ciruela
roja (Prunos domestica) con 57+3 umol trolox/g PS y el arandano (Vaccinium
corymbosum) con 188+5 umol trolox/g PS. Esta comparacién demuestra que DMB®
puede ser un potencial “superalimento” en la industria alimentaria y nutricional,
con efectos beneficiosos asociados al estrés oxidativo y la prevenciéon de

enfermedades cronicas.

6.1.2. Capacidad antioxidante de semilla de Synsepalum dulcificum

Se ha demostrado que en semilla el disolvente que logra captar compuestos con
mayor porcentaje de inhibicion al radical DPPH fue el etanol al 70%, alcanzando
18+ 8 umol trolox/g PS, seguido por etanol al 40% con 10,3 £+ 0,5 pmol trolox/g PS
(Figura 35).

La mayor eficacia del etanol al 70% se debe a su polaridad. La polaridad de los
disolventes permite la extraccién eficiente de una amplia gama de compuestos
fendlicos y flavonoides, los cuales son esenciales para la actividad antioxidante.
Este comportamiento también se ha visto en otros trabajos donde a partir de
linaza, semilla de consumo habitual, la proporciéon de etanol y agua mas adecuada
se consigue a 60:40 (v/v), lo que permite obtener una mayor cantidad de compuestos

fenélicos con capacidad antioxidante (Waszkowiak and Gliszczynska-Swigto, 2016).

6.1.3. Capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum

Los extractos de hoja mostraron una inhibicién al radical DPPH significativa con
los disolventes etanol al 40% y 70%, obteniendo 443+23 pmol trolox/g PSy 373 £53
umol trolox/g PS, respectivamente en comparacién con el metanol y agua (Figura
42). Futuras investigaciones podrian centrarse en optimizar las condiciones de
extraccion incluyendo temperatura, tiempo y pH, o implementar el uso de técnicas

avanzadas como el ultrasonido o la microondas para mejorar mas el rendimiento.
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Se compararon extractos de la hoja de S. dulcificum con diferentes tés e infusiones
comerciales (Figura 43), como té rooibos, menta, manzanilla y yerba mate,
obteniendo calores similares. El rooibos es rico en flavonoides con fuertes
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y cardioprotectoras (Windvogel,
2020). La menta contiene antioxidantes como flavonoides y 4cidos fenélicos que
ayudan en la digestién y alivian el estrés (Brown et al., 2019). La manzanilla es
rica en apigenina, un flavonoide mejora la digestién y calma los nervios. La yerba
mate contiene xantinas y otros compuestos antioxidantes que aumentan la
energia, mejoran la concentraciéon y apoyan el metabolismo. Estos resultados
sugieren que la hoja de S. dulcificum tiene potencial para usos beneficiosos en la
salud humana. Estudios previos han demostrado su capacidad para el desarrollo
de farmacos y productos funcionales (Obafemi et al., 2017; Liu et al., 2021). El
presente estudio, discutido mas adelante, también respalda estos descubrimientos

(Obafemi et al., 2017; Liu et al., 2021).

Ademas, en el ambito industrial alimenticio, la hoja de S. dulcificum podria
competir eficazmente en el mercado de bebidas saludables, ofreciendo las mismas

caracteristicas antioxidantes que las infusiones comerciales.

6.2. Identificacion de compuestos fenodlicos de Synsepalum

dulcificum

Se utilizaron técnicas de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para
1dentificar los compuestos fendlicos de DMB®, y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC/MS) para identificar los compuestos voldtiles y
semivolatiles de extractos acuosos de semillas, hojas y pulpa (DMB®) de S.

dulcificum.

Mediante la técnica espectrometria de gases acoplada a masas (GC-MS), se
identific6 compuestos de diferentes familias quimicas en S. dulcificum, como
alcoholes, lipidos y acidos organicos. Cada pico detectado, mostrado en la Tabla 9,
senala tres compuestos que coinciden en masa y estructura molecular, por ende,

en tiempo de retencion, por lo que es necesario un analisis complementario para
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determinar el compuesto especifico presente en la muestra. La validacién de estos
compuestos es de importancia para avanzar en su aplicacion practica. Técnicas
como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), espectrometria de
masas de alta resolucion (HRMS) y cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS) podrian ser de ayuda para este propésito.

6.2.1. Identificacion de compuestos en DMB®

Los compuestos fendlicos identificados en DMB® mediante HPLC con etanol al 0%,
30%, 70% y 100% fueron: 4cido galico (AG), acido protocatectico (AP), catequina
(CAT), 4cido cafeico (ACaf), acido siringico (ASyr), rutina (RUT), vanilina (VAN),
acido cumérico (AC), acido fertlico (AF), acido salicilico (AS), quercetina (QE) y
acido cindmico (ACin) (Tabla 8). Estos resultados coinciden con la literatura
existente, donde algunos de estos compuestos se habian identificado a partir de
extractos metanélicos (Chen et al., 2010; Obafemi et al., 2019; Chen, Qi, Tingting
Liu, Tuya Bai, Mengdi Zhang, Yuxia Hu, 2022; Ma et al., 2022). Sin embargo, por
primera vez se describe el compuesto el acido protocatectiico la baya de S.
dulcificum. Este  compuesto  posee  propiedades  quimiopreventivas,
antiinflamatorias y regula el metabolismo celular (Lin et al., 2007; Kakkar and

Bais, 2014; Zhang et al., 2021; Cadena-Ifniguez et al., 2024).

En la Tabla 17 , se muestran la posible aplicabilidad de cada compuesto
identificado, lo cual aporta mayor valor a DMB® y su comercializacién como

suplemento alimentario

171



Josefa Antonia Quiroz Troncoso

Tabla 17 | Compuestos identificados en DMB® mediante HPLC y sus propiedades.

Tipo de
lifenol Compuestos Propiedad Referencia
polifeno
(. Acido galico; Mitiga el estrés oxidativo y promueve (.Bal ctal, 2021%
Acido 0. . . Jiang et al., 2022;
fenélico Acido . la s.alud cardiovascular y potencial Cadena-Tfiguez
protocatectiico anticancerigeno
et al., 2024)
(Bernatoniene

Mitiga el estrés oxidativo; Promueve la and

salud cardiovascular; la mejorade la ~ Kopustinskiene,
funcion endotelial; proteccion contra  2018; Musial et
enfermedades cronicas al., 2020; Dutra
et al., 2024)
(Ghorbani,
2017; Liu et al.,

Flavonoide = Catequina

Propiedades antiinflamatorias y neuro-

Acido Acido caféico; - 2020; Silva and
i1 . ., . 7 protectoras. Prevencion de trastornos i
fenolico/Flav  acido siringico; . X Lopes, 2020;
. . inflamatorios, neurodegenerativos,
onoide rutina antidiabético y cardiovascular Yong et al,
y ’ 2020; Bartel et
al., 2023)
(Pei et al., 2016;
Actividad antimicrobiana. Ghasemi-
Acido Vanilina*; Antioxidantes. Antiinflamatorio. Dehnoo et al.,
- Acido Aplicaciones farmacéuticas como 2022; Xiong et
fenolico - o . o
cumarico agente antimicrobiano y cicatrizante al., 2022;
natural Sinsuebpol et al.,
2023)
(Peres et al.,
Acido épido feralico; Antioxidante. Proteccion contra la 2018; Zdunska et
fenélico Acido radiacion UV, neuroprotector y al., 2018; Ausina
salicilico* propiedades antienvejecimiento et al., 2020; Li et
al., 2021)
(Vessal et al.,
o . . .. . 2003;
Flavonoide/A Quercetina; Propiedad antiinflamatoria y

Chukwuma et al.,
2021; Qi et al.,
2022)
*Estructuralmente no se clasifica dentro de los principales grupos de polifenoles.

cido fenolico Acido cinamico antidiabéticas
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Con la técnica de espectrometria de gases acoplada a masas (GC-MS), se
identificaron 15 compuestos (Tabla 9) con tiempos de retencién entre 5.14 y 24.26
minutos, de los cuales cuatro han sido reportados en trabajos previos. Estos
compuestos son: p-Dioxano-2,3-diol (RT 5.14) y Melezitosa (RT 15.67 min.), que
destacan por su papel crioprotector, potenciador de sabor y como tensioactivo
potencial (Behera and Balaji, 2021) ; el acido 1-(+)-ascérbico 2,6-dihexadecanoato
(RT 20.11 min.), que es un posible antiinflamatorio (Plaza-Oliver et al., 2020) ; y
el 1-palmitato de glicerol (RT 24.26 min.), que es un compuesto anticancerigeno
(Chen, Qi, Tingting Liu, Tuya Bai, Mengdi Zhang, Yuxia Hu, 2022; Niu et al.,
2023).

También se identificaron los compuestos glicerina y acido hexadecanoico. Es
compuestos se utilizan en las industrias cosmética y farmacéutica por sus
cualidades antiinflamatorias, antioxidantes, hidratantes y emolientes (Aparna et
al., 2012; Becker et al., 2019). Los compuestos 2,5-dimetilfuran-3,4(2H,5H)-diona
y eritritol poseen propiedades antioxidantes, lo que los hace de interés para la
industria alimentaria, en su produccién y conservacién (Moon et al., 2010; Zou et
al., 2013; Johra et al., 2023). Ademas, 3-amino-2-oxazolidinona y 4cido propanoico
tienen potencial farmacéutico debido a sus caracteristicas antimicrobianas

(Duscha et al., 2020; Jiang et al., 2020).

6.2.2. Identificacion de compuestos de semilla de Synsepalum

dulcificum.

Se identificaron 12 posibles compuestos, de los cuales dos ya se habian descrito en
estudios previos. El compuesto 1-palmitato de glicerol (RT 24.26 min.) como se
mencioné anteriormente, posee propiedades anticancerigenas (Chen, Qi, Tingting
Liu, Tuya Bai, Mengdi Zhang, Yuxia Hu, 2022; Niu et al., 2023). El &cido
octadecanoico, éster 2,3-dihidroxipropilico (RT 26.23 min.), posee un amplio
espectro antibacterial y se estudia para su posible uso en la administracion de

farmacos (Mengesha et al., 2013; Rai et al., 2021).

Ademas, compuestos han sido descritos previamente en la pulpa que en nuestro

estudio los hemos identificado también en semilla (Xie et al., 2024). Esto sugiere
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que ciertos metabolitos son comunes en diferentes partes de la planta, variando su
concentracién, como ocurre en otras especies (Lv & Guo, 2023). Entre estos
compuestos se encuentra la 2-hidroxi-N,3,3-trimetilbutanamida (RT 5.53 min.),
que posee propiedades antimicrobianas que podrian contribuir a la defensa de la
planta contra patégenos (Chatterjee et al., 2020). También se identificaron el
eritritol (RT 10.38 min.), la melezitosa (RT 15.39 y 17.31 min.) y el 4cido n-

hexadecanoico (RT 20.11 min.), con propiedades ya mencionadas anteriormente.

Entre los otros compuestos identificados en el analisis se encuentra la
paromomicin, conocida por su potencial antibiético (Davidson et al., 2009; Ibrahim
et al., 2019), y la Desulfosinigrina, un posible agente anticancerigeno (Weil et al.,
2004). En el dmbito de la nutricién, el acido cis-vaccénico emerge como un

componente activo en la reduccién de la lipogénesis (Burns et al., 2012).

La presencia de estos compuestos en la semilla demuestra su gran potencial para
la actualidad, no solo en el ambito de la salud, con aplicaciones anticancerigenas y
antibacterianas, sino también en la administracién de farmacos y la nutriciéon. El
descubrimiento de compuestos como el 1-palmitato de glicerol y el acido
octadecanoico, éster 2,3-dihidroxipropilico, demuestra la importancia de S.

dulcificum en el ambito terapéutico.

6.2.3. Identificacion de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum.

El andlisis del extracto de hoja mostré la presencia de cinco compuestos (Tabla 12),
de los cuales, el acido quinico y el acido n-hexadecanoico ya han sido reportados

previamente, ambos con propiedades significativas para la salud humana.

El acido quinico, identificado en el RT 17.27 min., es un antioxidante natural y
presenta versatilidad en la sintesis de nuevos productos farmacéuticos (Choi et al.,
2021; Feng et al., 2022). El 4cido n-hexadecanoico, encontrado en el RT 20.11 min.,
esta asociado con la lipogénesis de la planta y se utiliza en procesos de maduracién
de alimentos poco procesados, como las aceitunas. Otro de los compuestos
obtenidos en el analisis fue el 4H-Pyran-4-one en el RT 11.86 min, conocido por su
actividad anticancerigena. Este compuestos puede afectar rutas metabdlicas clave

como la quinasa mTOR, implicada en la supervivencia y proliferacion de células
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tumorales, y bloquear vias de reparacién del ADN en estas células (Tsuji et al.,

2017; Perokovié et al., 2020).

La identificacion de estos compuestos demuestra el potencial de las hojas de esta
planta para aplicaciones en la salud humana y el desarrollo de nuevos productos

farmacéuticos.

6.3. Actividad bioldgica de Synsepalum dulcificum.

6.3.1. Seguridad alimentaria.

En el presente estudio se evaluaron los efectos hemaglutinantes y hemoliticos de
un extracto de S. dulcificum DMB®, hoja y semilla sobre eritrocitos humanos de
los grupos sanguineos A, B y O. El objetivo principal fue corroborar la seguridad

alimentaria de estos extractos.

El extracto de DMB® no mostré ninguna actividad hemaglutinante y hemolitica
en las condiciones evaluadas. La ausencia de hemaglutinaciéon en todas las
diluciones demuestra que los extractos no poseen componentes que interactiien de
manera adversa con los eritrocitos. Este resultado es indicativo de la seguridad del
extracto en términos de no inducir respuestas inmunolégicas que podrian ser

perjudiciales para los consumidores.

Por otro lado, la hemolisis observada en concentraciones altas de los extractos de
semilla y hoja que han generado en los grupos sanguineos A, B y O (diluciones
bajas) indica que ciertos compuestos presentes en el extracto, como los esteroides
(B-sitosterol y lupeol), flavonoides y fenoles, pueden desestabilizar las membranas
celulares de los eritrocitos. Estos compuestos pueden alterar la permeabilidad de
las membranas celulares al interactuar con los lipidos de la bicapa lipidica, lo que
resulta en una ruptura de la membrana y la liberacién de hemoglobina. Dicho
efecto ha sido observado en modelos experimentales con membranas celulares y en
el contexto de su actividad antioxidante y farmacoldgica, donde los flavonoides

también influyen en la permeabilidad y la dindmica de las membranas (Chen et al.,

2010; Saha et al., 2020)
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No obstante, la actividad hemolitica también ha sido observada en diversas plantas
medicinales actualmente utilizadas para el consumo humano, como Origanum
grosiiy Thymus pallidus (Zejli et al., 2024). En estos casos, se han estandarizado
las concentraciones adecuadas para su uso como productos alimenticios,
asegurando que no se pierdan los efectos deseados. En contraste, aunque tanto la
semilla como la hoja de S. dulcificum no son aptas para el consumo humano directo
en altas concentraciones, pueden ser utilizadas en aplicaciones farmacoldgicas,

dado que este estudio ha demostrado sus efectos beneficiosos para la salud.

6.3.2. Dosis- respuesta frente a lineas de cancer colorrectal.

En esta fase experimental el objetivo fue investigar la posible potencialidad de la
planta para ser utilizada en un ambito biomédico. Para ello, se han realizado
diferentes ensayos de viabilidad celular con extractos de DMB®, semilla y hoja
frente al cancer colorrectal. Para ello, se utilizé el calculo de la concentraciéon
inhibitoria media (CI50), que mide la concentracién necesaria de un compuesto de
un compuesto para inhibir la actividad biolégica en un 50% (Yung-Chi and Prusoff,

1973).

En este sentido, tras la exposicién del extracto acuoso de DMB® (disolvente
seleccionado por ser mas seguro que el disolvente etanol y presenta menor residuos
téxicos tras su purificacién) a cuatro lineas celulares de cancer colorrectal (DLD-1,
HT-29, SW640 y SW480), se demostré la capacidad del extracto para reducir la
viabilidad celular de manera dosis-dependiente. Los valores de CI50 fueron de
12,3+0,4 mg/mL para la linea celular DLD-1, 12,5+0,4 mg/mL para HT-29, 12,9+0,4
mg/mL para SW480, y 11+0,4 mg/mL para SW620. Estos resultados indican una
inhibicién de la proliferaciéon celular al incrementar las concentraciones del
extracto de DMB® (Figura 29). Estudios previos evaluaron el extracto DMB® en
la linea celular DLD-1, sin embargo, no fueron capaces de identificar el valor CI50
ya que las concentraciones evaluadas fueron muy bajas. No obstante, para la linea
celular HT-29, se lograron determinar el CI50, con un valor de 0,046 mg/mL. Es
decir, un 26% menos de extracto que en nuestro estudio. Estas diferencias pueden

estar relacionadas con la sensibilizacién celular diferencial, dependiendo de la

176



Discusion

susceptibilidad de cada linea celulares al extracto y del propio extracto. El modo
de preparacién y conservaciéon del extracto también influye en las moléculas
efectoras de la actividad y debe ser tenido en cuenta (protocolizado) para la
optimizacién de futuras aplicaciones biomédicas del mismo (Jichang Seong, Glenn

G Oyong, 2018; Wagner et al., 2023).

DMB® al tener efecto sobre las lineas celulares, se puede inferir que interfiere en
procesos celulares esenciales para la proliferacién de células tumorales, lo que
puede ser relevante para el desarrollo de terapias alternativas o complementarias

en el tratamiento de canceres especificos.

Con el objetivo de potenciar los efectos que la quimioterapia sobre las lineas de
cancer, se combiné extractos de DMB® con oxaliplatino, la principal quimioterapia
utilizada en los pacientes para tratar el cAncer colorrectal (Tabla 10). En las lineas
celulares DLD-1 y SW620, se observaron una mejora en la eficacia terapéutica al
comparar los CI50 de las células tratadas con las células control (Figura 30A y B).
Se redujo significativamente los valores de CI50 del farmaco, lo que sugiere un
posible efecto sinérgico al combinar el extracto y el agente quimioterapéutico. Sin
embargo, la accion de DMB® y oxaliplatino se tiene que estudiar con mayor

profundidad para evaluar el modo de accion.

La accién de DMB®, se puede atribuir a mecanismos moleculares que favorecen la
sensibilizacion de las células tumorales ante el tratamiento. Lo esperado es
establecer combinaciones capaces de mejorar la supervivencia libre de progresion
y la respuesta que se tenga al tratamiento actual, como se observa al combinar
oxaliplatino y fluoracilo (Douillard et al., 2000). No obstante, al realizar un an4lisis
molecular preliminar de los biomarcadores proteicos que tienen relacién en la
supervivencia y progresion tumoral, no se identificaron diferencias significativas
en las células tratadas con respecto al control. Esto sugiere que el tratamiento no
participa en las vias de senalizacién estudiadas, como la ruta PIBK/AKT que es
retroalimentada por la expresién del canal ABCG2 (BCRP1) (Wang et al., 2019b)
o la ruta de senalizacion NOTCH1 reconocida por la tumorogénesis, asociada a la

expresiéon de DCLK1 (Broner et al., 2021).
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Sin embargo, las células poseen mecanismos de compensaciéon que podrian
mantener estables los niveles de estos marcadores proteicos, incluso cuando
algunas vias de sefializacién son alteradas (Trusolino and Bertotti, 2012; Brolosy
and Stainier, 2017). La disminucién de la viabilidad celular no necesariamente se
traduce en alteraciones en los biomarcadores, ya que el mecanismo de accién del
tratamiento podria estar actuando en rutas moleculares distintas a las evaluadas

en este trabajo.

Por otro lado, en las lineas celulares HT-29 y SW480 al tratarlas con DMB® y
oxaliplatino, no mostraron diferencias significativas con respecto al control (Figura
30 B y C). Esto podria ser por las mutaciones de las células tumorales que les
confiere mayor capacidad de supervivencia celular y resistencia a los tratamientos.
La linea celular HT-29, posee mutaciones en genes como APC, TP53 y PIK3CA
(ATCC, 2022). Las mutaciones en el gen APC modifican la proliferacién y
diferenciaciéon de las células. Este gen coopera con KRAS para modificar la
dinamica celular en respuesta a inhibidores especificos, alterando la senalizacion
de B-catenina, proteina esencial en la via de sefializacién WNT (Clevers and Nusse,
2012; McCormick, 2015; Zhang and Shay, 2017). La via de PISK/AKT es
fundamental en la progresion del cancer, y su activacién se ha relacionado con la
alteracion de las uniones estrechas en células tumorales. En la linea celular HT-
29, el factor de necrosis tumoral a (TNFa) induce la activacién de esta via, lo que
genera cambios en la permeabilidad celular y contribuye potencialmente a la
resistencia a quimioterapias como el oxaliplatino (Cao et al., 2013). Sin embargo,
en estudios recientes han descubierto que se puede aumentar la sensibilidad de la
linea celular HT-29 al bloquear la funcion transcripcional de la proteina mutante
P53 mediante la proteina TRIM29. Proteina que al estar mutada pierde su
capacidad para activar efectivamente mecanismos de respuesta al dafio del ADN,
lo que puede ayudar al efecto de los extractos con potencial anticancerigeno (Lei et

al., 2021).

De la misma manera, la linea celular SW480 presenta mutaciones en los genes
APC y KRAS. Estas mutaciones contribuyen a un fenotipo mas resistente al afectar

las vias de senalizacién que regulan la apoptosis y la proliferacion celular
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(Tomasetti et al.,, 2015). Investigaciones recientes han mostrado que los
oligodesoxinucledtidos sefiuelo (ODN), que bloquean el activador de la
transcripcién 3 (STAT3), pueden reducir las propiedades metastasicas de SW480.
Al combinar estas técnicas con extractos de potencial anticancerigeno, como los
evaluados en nuestro estudio, se podria lograr citotoxicidad en este tipo de cancer.
Este enfoque propone nuevas estrategias para el tratamiento al centrarse en las
adaptaciones moleculares que confieren resistencia en estas células tumorales

(Asadi et al., 2021).

Por otro lado, en cuanto a los extractos de semilla y hoja, se han seleccionado los
compuestos obtenidos con etanol al 40%, a pesar de que los resultados con etanol
al 70% mostraron un mayor poder antioxidante. Esto se debe a que el etanol al 40%
presenta toxicidad para las células, incluso después de eliminar el disolvente

mediante liofilizacién.

Los resultados obtenidos con el extracto de semilla muestran una reduccién
viabilidad celular de manera dosis-dependiente, lo que indica una inhibiciéon de la
proliferacion celular al incrementar las concentraciones del extracto de semilla. Se
determinaron valores de CI50 de 0,15+0,4 mg/mL para la linea celular DLD-1,
0,15+0,4 mg/mL para HT-29, 0,21 +0,4 mg/mL para SW480, y 0,31+0,4 mg/mL para
SW620 (Figura 36). Estudios previos evaluaron el extracto de semilla en la linea
celular DLD-1, pero no lograron determinar el CI50, concluyendo la necesidad de
aumentar las dosis estudiadas (Wagner et al., 2023). Este es el primer reporte que
muestra este nivel de bioactividad del extracto contra las lineas celulares

evaluadas de cancer colorrectal.

Por otro lado, el tratamiento prolongado de la exposicion del extracto a linea celular
metastésica SW620 (tratamiento durante dos meses y medio) con bajas dosis del
extracto de semilla mostré una disminucién en la viabilidad celular, indicando
efectos acumulativos o sensibilizadores, como se observa en la (Figura 37). Este
efecto podria deberse a que los extractos naturales tienen la capacidad de prevenir
la tumorogénesis, inhibiendo la proliferaciéon de células tumorales a través de la
modulaciéon de cascadas de senalizacién. Por ejemplo, se ha observado que el té

verde induce la activacion de la ruta de senalizacién p27, lo que contribuye a la
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detencién del ciclo celular y a la reduccién del crecimiento tumoral (Kavanagh et

al., 2001).

El tratamiento de la linea celular metastasica SW620 previamente expuestas al
extracto de semilla, seguido de quimioterapia con oxaliplatino, muestra una
reduccion del CI50 en comparacion con las células no tratadas previamente. La
inhibicién continua de la proliferacién celular puede provocar que las células se
adapten activando rutas de senalizacion alternativas, lo que las hace mas
vulnerables a la quimioterapia. Este posible efecto sinérgico podria estar mediado
por la disminucién significativa en la expresiéon del receptor RAGE, como se

observé en nuestros analisis (Figura 39)

El receptor RAGE, conocido por su papel en la modulacion de la inflamacién y la
supervivencia celular a través de la activacion de vias de senalizacién como NF-
kB, podria estar contribuyendo a la resistencia a la quimioterapia en células
tumorales (Jiao et al., 2011). Por lo tanto, la disminucién de RAGE inducida por el
extracto podria debilitar estas vias defensivas, haciendo a las células mas
susceptibles al dano inducido por oxaliplatino. Dado que la reducciéon de RAGE
aumenta la sensibilidad a oxaliplatino, es importante realizar mas experimentos
para entender su rol especifico. La manipulaciéon de RAGE con siRNA o CRISPR-
Cas9 podria determinar su influencia en la resistencia quimioterapéutica de las
células SW620 y determinaria si efectivamente modula la respuesta a oxaliplatino.
Esta validacién podria apoyar la efectividad de nuevas estrategias terapéuticas
combinadas para el cancer colorrectal. Lo que se conoce hasta ahora, es que al
silenciar RAGE en tumores, causa inhibicién de la capacidad de formacién de

colonias, proliferacién, migracién y el potencial invasivo (Yu et al., 2017).

En el caso del tratamiento con el extracto de hoja, las lineas celulares mostraron
variaciones en la respuesta en los ensayos de viabilidad. Los valores de CI50
oscilaron entre 0,97 y 1,51 mg/mL, como se detalla en la Figura 44. Esta diferencia
muestra la heterogeneidad en la susceptibilidad de las células colorrectales a
tratamientos basados en compuestos naturales. Estudios previos evaluaron el
extracto de hoja (obtenido con etanol y metanol) en la linea celular HT-29, pero no

lograron determinar su CI50 (Wagner et al., 2023). Esta es la primera vez que se
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reporta la bioactividad de este extracto en las lineas evaluadas de cancer

colorrectal.

La exposicion del extracto de hoja a bajas dosis durante un mes y medio en la linea
celular metastatica SW620, permitié observar cambios en el patron de la
proliferacion celular a lo largo del tiempo. La Figura 45 muestra un crecimiento
celular similar al del control durante los primeros dias, pero la proliferacion de la
linea tratada con extracto de hoja se detuvo por completo en el dia 49, lo que resulto
en muerte celular. Este resultado sugiere un posible efecto citostatico del extracto,
que podria estar relacionado con la interrupcion de las rutas de senalizacion de la
division celular. La detencién prolongada del ciclo celular puede haber inducido
estrés en las células, agotando sus mecanismos de reparacion y llevando
eventualmente a la apoptosis (Pollak et al., 2021). Este efecto podria explicarse por
la presencia de compuestos bioactivos identificados en el extracto de semilla, como
el catecol y el acido hexadecanoico, los cuales son conocidos por su capacidad para
modular proteinas en la regulacién del ciclo celular. Estos compuestos inducen
dafio en el ADN a través de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
lo que desencadena mecanismos proapoptoticos que culminan en la muerte celular.
La capacidad de estos compuestos para alterar las vias de sefializacién celular es
fundamental para su potencial como agentes anticancerigenos, tal como se ha
demostrado en estudios previos (Yu et al., 2019; Vazhappilly et al., 2021). Sin
embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar la via exacta mediante
la cual actta el extracto y si este efecto citostatico es especifico de la linea celular

evaluada o generalizable a otras lineas tumorales.

Por otro lado, los analisis de citometria de flujo no mostraron cambios significativos
en los biomarcadores estudiados (BCRP1, AC133, CD133, LGR5, CD166, CD34,
EPCAM, CD36, CD44V6 y TROP2) (Figura 46). Lo que indica que los efectos del
extracto sobre la viabilidad y el crecimiento celular podrian no estar mediados por
las vias comUinmente asociadas con estos biomarcadores. Los cambios moleculares
pueden ser sutiles y dificiles de detectar con las técnicas empleadas. Esto recalca
la necesidad de wutilizar métodos adicionales, como analisis gendmicos y

protedmicos, para identificar cambios especificos inducidos por el extracto.
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La falta de cambios significativos en biomarcadores habituales también sugiere
que el extracto podria actuar a través de mecanismos menos conocidos, lo que seria
relevante para el desarrollo de terapias antitumorales basadas en componentes
naturales. Futuras investigaciones deberian enfocarse no solo en confirmar estos
efectos en modelos in vivo, sino también en explorar los mecanismos moleculares
implicados para mejorar el entendimiento y la aplicacién terapéutica de estas

sustancias.

6.3.3. Efecto inmunomodulador

La busqueda de estrategias efectivas para prevenir y tratar enfermedades
infecciosas es mas relevante que nunca. Los patdgenos resistentes y las nuevas
enfermedades representan una amenaza global. Esto impulsa a la ciencia a
explorar alternativas sostenibles y accesibles para fortalecer el sistema
mmunitario. Las células T son esenciales para la inmunidad celular, atacando
patogenos y células infectadas. Las células B, por otro lado, producen anticuerpos
que neutralizan los patdgenos y sus toxinas. En este contexto, los productos
naturales se destacan como candidatos prometedores por su capacidad
inmunoestimulante y su baja probabilidad de generar resistencia, en comparacién

con las terapias farmacoldgicas tradicionales.

La inclusion de alimentos ricos en compuestos inmunoestimulantes podria reducir
la incidencia de enfermedades virales como la gripe (virus influenza), que afecta a
millones de personas anualmente con hasta 650.000 muertes relacionadas con
enfermedades respiratorias cada ano segun la Organizaciéon Mundial de la Salud
(World Health Organization, 2023). Las infecciones bacterianas recurrentes, como
las infecciones urinarias y respiratorias, podrian ser gestionadas mas eficazmente

con una mejora en la inmunidad natural.

Ademas, enfermedades emergentes como COVID-19, que ha provocado una crisis
de salud publica global, demuestra la necesidad critica de fortalecer las defensas
naturales del cuerpo a través de la dieta y otros medios naturales. Esta perspectiva
no solo es crucial para la prevenciéon inmediata, sino también para la resiliencia a

largo plazo frente a futuros brotes infecciosos.
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Diferentes estudios muestran la capacidad de polifenoles para inmunomodular la
respuesta linfocitaria. Por ejemplo, el EGCG que logra reducir el nimero de
linfocitos T (D’Arena et al.,, 2013). La curcumina también es capaz de

inmunomodular linfocitos, elevando el nimero de células Th1l y disminuyendo las

T (Zou et al., 2018; Shafabakhsh et al., 2019).

Con el objetivo de evaluar si S. dulcificum fortalece el sistema inmunitario, se
analizé el comportamiento de células T (CD3+, CD4+, CD8+) y células B (CD19+)
frente a extractos de distintas partes de la planta. Los resultados preliminares
muestran que el extracto acuoso de DMB® (Figura 33), junto con el extracto de
semilla (Figura 40) y el de hoja (Figura 47 incrementan las células CD3+ y las
subpoblaciones Th (CD4+) y citotéxicas (CD8+), aunque en diferentes niveles.
Estas células T especializadas son cruciales en la respuesta inmunitaria
adaptativa (Lim et al., 2022). No se observé aumento en las células productoras de
anticuerpos (CD19+), lo que sugiere una activacién orientada més hacia una
respuesta celular que humoral, es decir, centrada en la defensa contra infecciones

(Hillion et al., 2020).

La estimulacién de la inmunidad adquirida suele ocurrir en respuesta a infecciones
o vacunas, lo que desencadena una respuesta especifica del sistema inmunitario.
En este estudio, se observo una actividad similar en las células inmunitarias. El
mantenimiento estable de células CD19+ sugiere que la estimulacién es
predominantemente celular, descartando una activacién inmune relacionada con
toxinas o antigenos externos. Esto refuerza la idea de que la respuesta observada
esta dirigida a la activacion de las células T, mas que a una proliferacién general
de anticuerpos. Sin embargo, las futuras investigaciones deberan evaluar las
inmunoglobulinas (Ig) y otros marcadores como el CD28, para indicar qué tipo de
células Ty presentadoras de antigeno son activadas, y asi confirmar esta tendencia
(Esensten et al., 2016; Joglekar et al., 2019; Sun et al., 2020). Adema4s, el estudio
de células reguladoras T (Tregs) y su funcién en la modulacién de la respuesta
inmunitaria podria proporcionar informaciéon adicional sobre como los agentes
inmunoestimulantes naturales afectan la tolerancia inmunolégica y la

autoinmunidad.
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Evaluar niveles elevados de IL-2, IL-6, o IL-17 también confirmaria una
estimulaciéon inmunitaria mas robusta, asociada con una activacién intrinseca del
sistema inmunitario celular ya que estos influyen en la inflamacién y la inmunidad

anti-patogenos (Malek, 2008; Tanaka et al., 2014; Mills, 2023).

Para confirmar la ausencia de una respuesta humoral, se puede evaluar el perfil
de citoquinas como IL-4 , IL13 (Wynn, 2003) o el factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF(Christopher et al., 2011).

La integracién de estos resultados con modelos de enfermedad in vivo y estudios
clinicos sera crucial para trasladar estos hallazgos del laboratorio a la practica
clinica, con el objetivo de desarrollar intervenciones que aprovechen el potencial de

la inmunomodulacién para mejorar los resultados en pacientes.

En resumen, utilizando técnicas avanzadas como el modelado matematico y la
aplicacién de disolventes eutécticos naturales profundos (NaDES), se logré una

mejor comprension de la extraccion de los compuestos con capacidad antioxidante.

Ademas, se ha demostrado las propiedades de diferentes partes de la planta S.
dulcificum, como la capacidad antioxidante, su bioactividad en lineas celulares de
cancer colorrectal y la capacidad del extracto acuoso para incrementar células T

especializadas.

Estos resultados destacan la importancia de una evaluaciéon integral de los
extractos naturales, considerando tanto su potencial biolégico como su perfil de
seguridad. A continuacién, se presentan las conclusiones detalladas y las
implicaciones de estos estos resultados para futuras investigaciones y aplicaciones

en la industria alimentaria, farmacéutica u otras.
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6.4. Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES) una
alternativa innovadora para la obtencion de compuestos

fenolicos.

6.4.1. Capacidades antioxidantes de DMB® y frutas varias mediante
NaDES.

Se elaboraron 31 tipos de NaDES y se obtuvieron los compuestos fendlicos de 31

frutas diferentes, cuantificando el porcentaje de inhibicién del radical DPPH.

Los NaDES han sido propuestos como una alternativa ecolbgica y efectiva para la
extraccion de compuestos bioactivos, incluyendo antioxidantes, debido a su
capacidad de disolver una amplia gama de metabolitos secundarios. En este caso,
los resultados muestran que los NaDES extrajeron compuestos con mayor
capacidad antioxidante que el etanol al 70%, excepto en los casos de DMB®, Acai
y Maqui. Esto puede deberse a la alta concentracion de antocianinas en estas frutas
(Nowak et al., 2018), las cuales presentan una mayor afinidad por disolventes como
el etanol, que favorecen su extraccion debido a su caracter menos polar, en
comparacion con los NaDES, que son mas polares. Aunque los NaDES son una
opcién prometedora y ecoldgica, su eficiencia varia segun la composicién quimica
del compuesto extraido (Leng and Suyin, 2019). Este resultado destaca la
importancia de adaptar la composicién de los NaDES para optimizar la extraccién
de compuestos con capacidad antioxidante segun las particularidades de cada
fruta. Para mejorar la obtencion de estos compuestos con capacidad antioxidante
se puede incluir diferentes combinaciones de NaDES y ajustar parametros como la
temperatura y el pH. Utilizar técnicas de ultrasonido o microondas puede mejorar

la extraccidon.

Al igual que en este estudio, otros trabajos han demostrado que los NaDES son
mas eficaces que los disolventes organicos como por ejemplo: orujo de oliva, aronia
negra, cascara de naranja y piel de uva (Cvjetko Bubalo et al., 2016; Chanioti and

Tzia, 2018; Razborsek et al., 2020; Bertolo et al., 2021).
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En relacion con DMB®, aunque todos los NaDES evaluados mostraron menor
capacidad antioxidante que el etanol al 70% (102 pmol trolox/g muestra seca), 13
de estos disolventes no presentaron diferencias significativas en comparacion con
el etanol al 70% (Figura 51). Entre los NaDES, el niimero 24 destacé con un valor
de 97.57 umol de trolox/gramo de muestra seca. Este valor es similar al del etanol,
lo que sugiere que NaDES podria ser una alternativa mas sostenible y segura para

la extraccién de antioxidantes.

En el futuro, seria interesante caracterizar los NaDES mediante técnicas como
FTIR (Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier) y Espectroscopia
Raman, para identificar los enlaces de hidréogeno que se generan entre los

compuestos.

6.4.2. Obtencion de Miraculina con NaDES

Los extractos de DMB® obtenidos con NaDES se visualizaron y cuantificaron
mediante la técnica de Western Blot para detectar la proteina miraculina. Como
control positivo, se utilizé un tampoén proporcionado por Medicinal Gardens, el cual

es empleado actualmente para la extraccién de miraculina (Menéndez Rey, 2021).

Aunque Western Blot no es una técnica cuantitativa, se realiz6é una cuantificacion
relativa al control interno de cada membrana. Tras realizar tres experimentos, se
observo que ciertos NaDES, como el NaDES 27 presentaron una mayor capacidad
de extraccién de miraculina en comparacién con el tampén comercial (Figura 50).
Por lo tanto, el NaDES-27 podria mejorar la solubilidad de la miraculina gracias a

su caracter i6nico.

La capacidad de los NaDES para extraer eficientemente compuestos fendlicos y
proteinas abre nuevas oportunidades en biotecnologia y la industria alimentaria.
No obstante, es fundamental realizar estudios adicionales que optimicen las
condiciones de extraccion. Factores como el tiempo, la temperatura y la proporcion
muestra/solvente pueden afectar significativamente la eficiencia de la extraccion y
la integridad de los compuestos extraidos. Ademas, es importante evaluar la

seguridad alimentaria bajo cada condicién experimental (Nacional et al., 2024).
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6.5. Aplicacion del uso de los NaDES. Modelamiento de

Machine Learning

no de los objetivos de este estudio fue predecir la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos que los NaDES pueden extraer de diversas frutas, con el fin
de optimizar el proceso de extraccion y desarrollar nuevos suplementos
alimenticios. Dado que la empresa ya posee informaciéon detallada sobre las
caracteristicas nutricionales de las frutas que comercializa, esta informacién se
utilizé6 como punto de partida para predecir qué NaDES seria mas eficiente en la
extraccion de compuestos fendlicos especificos para cada fruta. Esta prediccién
tiene que ser un valor continuo, especificamente un problema de regresién, motivo
por el que se utilizaron algoritmos de Machine Learning de aprendizaje

supervisado.

Los algoritmos de aprendizaje supervisado no lograron predecir la capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos mediante NaDES usando
Unicamente las caracteristicas de las frutas. Las meétricas de evaluacién, que
miden la calidad de las predicciones, no alcanzaron los valores establecidos (Tabla
13). Estos resultados indican que, por ahora, no es posible predecir la capacidad
antioxidante de los compuestos obtenido basandose solo en las propiedades
nutricionales de las frutas. Esto puede deberse a la insuficiencia de datos, la
complejidad de la relacion entre las variables o la falta de inclusién de otras
variables relevantes. Por este motivo, se optdé por emplear algoritmos de

aprendizaje no supervisado.

Los algoritmos de machine learning no supervisado identifican patrones ocultos en
los datos y los agrupan en conjuntos llamados "clusteres". Esta estrategia facilita
la comprensiéon de relaciones entre los parametros que tenemos y permite detectar
caracteristicas comunes entre ellos, lo que nos sirve para la toma de decisiones. En
este estudio, se aplicaron los modelos de k-medias y agrupacion jerarquica, los

cuales ayudaron a mostrar nuevas conexiones entre las variables analizadas
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6.5.1. Agrupacion de frutas segan las propiedades nutricionales.

Se utilizaron los algoritmos de clustering k-medias y clustering jerarquico para
agrupar las frutas seguin sus propiedades nutricionales y se visualizaron con un
diagrama de cajas y bigotes (boxplot). Estas herramientas sugirieron dividir las
frutas en tres clisteres, con un valor de silueta de 0.368 (Tabla 14). Aunque el
indice de silueta mas alto se obtuvo con cinco clusteres, se observé mediante
agrupacion jerarquica que, a partir de cuatro clisteres, las frutas se separaban
mdividualmente. Por esta razon, se decidié utilizar tres clusteres para los analisis
posteriores, balanceando la calidad del agrupamiento y la interpretabilidad de los

resultados.

Mediante el diagrama de caja y bigotes, se observo que las propiedades mas
relevantes para la formaciéon de los clusteres fueron la glicina y los fitoesteroles
totales. Los cliisteres mostraron un andlisis de varianza (ANOVA) F 54,9 y 34,0,
respectivamente; y ambos con un valor p menor de 104 (Figura 57). Estos
resultados indican que las diferencias entre los clisteres son estadisticamente

significativas, demostrando la efectividad en la agrupaciéon de datos.

Agrupar las frutas mediante fitoesteroles o glicina podrian ser de ayuda en
distintas areas de interés. Los fitoesteroles, conocidos por reducir los niveles de
colesterol LDL en la sangre, pueden disminuir el riesgo de enfermedades cardiacas.
Agrupar frutas basandose en estos compuestos puede ayudar a disenar dietas
especificas que promuevan la salud cardiovascular (Marangoni and Poli, 2010). La
glicina, un aminoacido no esencial, juega un papel crucial en la sintesis proteica,
el metabolismo y la regulacién de los sistemas inmunolégico y digestivo (Razak et
al., 2017). Agrupar frutas por su contenido de glicina puede ayudar a identificar

aquellas especialmente beneficiosas para la salud nutricional.

Las pruebas post hoc de DMS (Duncan's Multiple Range Test) mostraron que las
frutas con altos niveles de glicina y fitoesteroles, agrupadas en el clister 2, tienen
una capacidad antioxidante significativamente mayor en comparacién con las
frutas agrupadas en los clisteres 1 y 3, que presentan niveles bajos o medios de

estos compuestos. Esto puede atribuirse a las propiedades antioxidantes de la
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glicina, que contribuye a la sintesis de glutation, un antioxidante clave en el
cuerpo, y a los fitoesteroles, que son conocidos por sus efectos beneficiosos en la
reduccion del colesterol, y que también posee capacidad para combatir el estrés

oxidativo (Ruiz-Ramirez et al., 2014; Sharma et al., 2021).

6.5.2. Agrupacion de frutas segiin su capacidad antioxidante obtenida

mediante NaDES.

Anteriormente se analizaron clisteres generados a partir de las propiedades
nutricionales de las frutas. Ahora se buscé analizar la agrupacién de las frutas en
funcién de la capacidad de los compuestos fendlicos extraidos mediante distintos
NaDES. De igual modo, se utilizaron los algoritmos de clustering k-medias y
agrupacion jerarquica para agrupar las frutas segin su capacidad antioxidante,
determinada por los compuestos fendlicos obtenidos con estos disolventes. Este
analisis permitié observar patrones de extraccién relacionados con la efectividad

de los NaDES en diferentes tipos de frutas.

Se utilizé el indice de silueta, para evaluar la calidad de los clusteres generados.
Indice que mide la coherencia interna de las agrupaciones formadas. Los valores
obtenidos indicaron que las mejores configuraciones correspondian a la agrupaciéon
de las frutas en 2 y 3 clasteres, con valores de 0,468 y 0,400 respectivamente. Si
bien el indice de silueta mostré que dos clisteres proporcionaban la mejor
separacion, ya que posee el valor mas alto, se opt6 por continuar con tres clisteres,
ya que el tercero incluia las frutas guarana, maqui y arandano, frutas conocidas
por su alta capacidad antioxidante. Al lograr separar las frutas en clusteres
basados en su capacidad antioxidante, como guarand, maquiy arandano se cumple
con el objetivo principal de este estudio, que era diferenciar las frutas segin esta
propiedad. Esta clasificaciéon no solo valida la metodologia empleada, sino que
también proporciona una base para comprender mejor las relaciones entre los

clisteres y realizar analisis mas profundos sobre sus propiedades nutricionales.

Al analizar la distribucién de las frutas mediante graficos de caja (box plot), se
observé que los disolventes NaDES 9 y NaDES 16 influyeron significativamente

en la agrupacion de las frutas. Estos disolventes mostraron mayor relevancia en la
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formacién de clisteres en comparacién con otros disolventes, que también
generaron agrupaciones con diferencias estadisticas. Sin embargo, NaDES 9 y
NaDES 16 presentaron un ANOVA mas alto, lo que indica una mayor variabilidad

explicada en la distribucion de las frutas dentro de los cltusteres.

Los tres clisteres generados de las frutas se categorizaron en grupos de bajo (5% a
15%), media (29% a 50%) y alta (74% a 90%) capacidad de inhibicién al radical
DPPH. Esto indica que los disolventes NaDES 9 y NaDES 16 no solo son efectivos
para categorizar frutas seguin su capacidad antioxidante, sino que también pueden
ser usadas como herramientas valiosas para la empresa en su bisqueda continua
de nuevas frutas con alto potencial. La aplicacién de estos NaDES podria facilitar
la identificacion y clasificacién de frutas prometedoras, contribuyendo asi a la

innovacion y al desarrollo de productos en el ambito comercial.

Ademas, se evalud el disolvente convencional etanol al 70% para determinar su
eficacia en la agrupacion de frutas segun su capacidad antioxidante. Los resultados
mostraron que este disolvente también logré una distribuciéon 6ptima de las frutas
en tres clusteres, similar a lo observado con los disolventes NaDES. Los grupos
formados presentaron diferencias estadisticamente significativas, con un valor de
F = 3541 y p < 107% lo que confirma la robustez del método de clasificacién
empleado. Los clasteres identificados mediante etanol al 70% permitieron
clasificar las frutas en categorias de baja, media y alta capacidad antioxidante, con
rangos de 1% a 10% para el grupo F1 (color azul), de 27% a 47% para el grupo F2
(color rojo), y de 62% a 82% para el grupo F3 (color verde).

Los resultados obtenidos tanto con los disolventes NaDES como con etanol al 70%
demuestran su capacidad para agrupar frutas segin su capacidad antioxidante.
Estos resultados sugieren que ambos enfoques son comparables, a pesar de las
diferencias entre un disolvente convencional y los NaDES, que son opciones mas
avanzadas. La clasificacion de las frutas en tres clisteres basados en la capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos por NaDES 9, NaDES 16 y
etanol al 70% indica que este método es eficaz para distinguir entre diferentes
niveles de actividad antioxidante. Este enfoque podria aplicarse en estudios

futuros para clasificar nuevas frutas en tres rangos: baja capacidad antioxidante
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(1% a 20%), capacidad media (21% a 60%) y alta capacidad (61% a 100%). Estos
rangos son consistentes con otros estudios que evaliian la actividad antioxidante
mediante la inhibicién del radical DPPH. Por ejemplo, investigaciones como la de
Loh et al. (2022), sobre inhibidores de la xantina oxidasa en flores de
Chrysanthemum morifolium Ramat, consideran que una baja actividad
antioxidante se sitia entre 0% y 40%, una actividad moderada entre 41% y 70%, y

una actividad alta entre 71% y 100% (Loh et al., 2022)

La utilizacion de métodos estandarizados para cuantificar la capacidad
antioxidante de suma importancia, como lo destacan Yamauchi et a., 2024.
Técnicas estandarizadas permiten minimizar errores y mejorar la comparabilidad
entre estudios. En este contexto, nuestro estudio propone una metodologia para
cuantificar y clasificar la capacidad antioxidante de las frutas, utilizando rangos
previamente definidos. En contraste, una manera de mejorar la cuantificacién de
la capacidad antioxidante es la incorporacién de la monitorizacion del consumo del
DPPH evaluando su cinética de reaccion. Este método mejora la estandarizacion
del ensayo al considerar reacciones secundarias y la influencia de diferentes
disolventes en la medicién de la actividad antioxidante como lo demuestra en el

estudio de Angeli et al., 2021.

Frutas como el acai, guarania y maqui demostraron altos niveles de capacidad
antioxidante con ambos disolventes, NaDES y etanol al 70%, lo que sugiere una
capacidad antioxidante intrinseca accesible mediante diferentes métodos de
extraccion. Sin embargo, los compuestos extraidos con etanol al 70% de frutas como
limoén, acerola y aguacate no mostraron capacidad antioxidante, mientras que los
extraidos con NaDES si lo hicieron. Esto indica que los NaDES son mas eficaces
para extraer compuestos antioxidantes de ciertas frutas, posiblemente debido a su
capacidad para disolver una gama mas amplia de metabolitos secundarios. Un
patron similar se observéd en arandano y frambuesa, donde los NaDES extrajeron
compuestos con mayor capacidad antioxidante que el etanol al 70%. En general,
los NaDES resultaron ser mas efectivos para extraer antioxidantes de la mayoria

de las frutas estudiadas, destacando NaDES 24 y NaDES 27, que lograron extraer
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altos niveles de compuestos antioxidantes de frutas como acerola, arandano,

frambuesa, fresa y manzana.

Finalmente, las pruebas post hoc de DMS mostraron que el grupo F2, caracterizado
por su alta capacidad antioxidante, presenta niveles significativamente mas altos
de proteinas, energia, zinc y fésforo en comparacién con los grupos F1 (baja
capacidad antioxidante) y F3 (capacidad antioxidante media)) (Figura 64). Este
hecho sugiere que la relaciéon observada entre la capacidad antioxidante y el
contenido nutricional podria implicar que la selecciéon de alimentos basados en su
capacidad antioxidante no solo mejora la defensa contra el dafo oxidativo, sino que
también podria ser una estrategia efectiva para mejorar la calidad nutricional de
la dieta. Sin embargo, aunque los resultados sugieren una correlacion significativa,
es crucial considerar la naturaleza multifactorial de las propiedades nutricionales
y antioxidantes. Factores como la variedad genética de los alimentos, las
condiciones de cultivo y los métodos de procesamiento también podrian influir en

estos resultados.

6.5.3. Agrupacion de NaDES segiin su capacidad de extracciéon de

capacidad antioxidante segtn el tipo de fruta.

Hasta ahora se han agruparon las frutas segtun sus propiedades nutricionales y su
capacidad antioxidante, obtenida con diferentes NaDES y etanol al 70%. Sin
embargo, también se analizé6 como se distribuyen los disolventes NaDES en
relaciéon con los compuestos antioxidantes que lograron extraer. Este analisis
permitié observar que NaDES son mas efectivos en la extracciéon de compuestos
con capacidad antioxidantes y cuales estan relacionados entre si, lo que resalta la
variabilidad en la eficacia de los disolventes para captar diferentes metabolitos

secundarios.

Mediante las técnicas de agrupacion jerarquica y los diagramas de cajas y bigotes,
se observd que frutas como el arandano y guarana influyeron significativamente
en la distribucion de los NaDES en tres clisteres. Los rangos de inhibicién de
DPPH obtenidos por los NaDES fueron del 1% al 50% en el grupo N1, del 60% al
80% en el grupo N2, y del 84% al 90% en el grupo N3. Estos resultados sugieren
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que estas frutas juegan un papel clave en la clasificacién de los NaDES. Esta
informacién es util para el desarrollo de nuevos NaDES, ya que permite anticipar
su eficacia en la extracciéon de compuestos antioxidantes. Ademas, este hallazgo
resalta la importancia del disolvente en la extraccién de compuestos bioactivos, ya
que influye directamente en la capacidad antioxidante de los extractos. Para
futuros analisis, evaluar la composiciéon de cada NaDES ayudaria a identificar los
compuestos estrechamente relacionados con la extraccion de compuestos

bioactivos.

En la Figura 70, se presenta un esquema ofrece una guia visual que facilita la
comprension del proceso de toma de decisiones basado en los resultados obtenidos
El diagrama presenta tres agrupaciones diferentes. Primero, agrupa las frutas por
su contenido en glicina y fitoesteroles, destacando su relevancia nutricional.
Segundo, muestra la capacidad antioxidante usando etanol al 70% y NaDES,
evaluada mediante la inhibicién del DPPH. Las frutas se categorizan en rangos de
baja a alta capacidad, lo que ayuda a determinar las condiciones 6ptimas de
extraccion. Tercero, incluye recomendaciones sobre el uso de NaDES para la
obtenciéon del potencial antioxidante de las frutas, utilizando la guarana como un

“bioclasificador” para los NaDES.
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Figura 70| Esquema resumen del proceso de toma de decisiones obtenido mediante

aprendizaje no supervisado.

Actualmente, existen varios modelos predictivos centrados en determinar las
propiedades de las plantas para aprovechar sus compuestos. Cada uno de estos
modelos se especializa en diferentes aspectos, ya sea en la seleccién de disolventes
o en la i1dentificacién de compuestos de interés. Los resultados de nuestro estudio
podrian complementar dichos modelos, aportando informacién sobre la capacidad
antioxidante y la eficiencia de los NaDES. Sin embargo, los modelos actuales no
estan disenados para predecir especificamente la capacidad antioxidante ni para

evaluar la efectividad de los NaDES.

Algunos modelos incluyen las caracteristicas dinamicas de cada molécula presente
en la fruta, lo que podria mejorar la precision de las predicciones, como senalan en

diferentes investigaciones. Ademas, una posible mejora seria categorizar las
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familias fendlicas en los extractos para predecir mejor la capacidad antioxidante

(Wright et al., 2001; Kumar et al., 2014; Lam et al., 2020).

Modelos cercanos a nuestro enfoque, como COSMO-RS, predicen el equilibrio
termodinamico en fluidos para disefar disolventes con caracteristicas funcionales
deseadas. Otros modelos, utilizan espectroscopia de infrarrojo para determinar el
contenido total de fenoles y flavonoides en frutas y hortalizas, lo que guarda

relacién con este trabajo (Eckert and Klamt, 2002; Kusumiyati and Asikin, 2023).

Por otro lado, algunos modelos priorizan la evaluaciéon de antioxidantes proteicos
en lugar de polifenoles vegetales. Un ejemplo es el algoritmo AnOxPePred,
entrenado con datos peptidicos y utilizando k-Nearest Neighbors para analizar la
secuencia de aminoacidos, determinando el nivel de quelacién de radicales libres
(Olsen et al., 2020). Ademéas, modelos creados con Weka y Random Forest han
logrado identificar proteinas con alto rendimiento antioxidante, alcanzando una

precisién del 84.6% y una especificidad del 85.1% (Lam et al., 2020).
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7. Conclusiones

1. El etanol al 70% con una proporciéon 1:10 p/v y 1 hora de extraccion, resultod
ser la condicién éptima para la extracciéon de compuestos con capacidad

antioxidante en DMB® comparado con disolventes hidroetandlicos.

2. La espectrometria de gases acoplada a masas permiti6 identificar hasta 16
compuestos fendlicos en extractos de DMB®, 12 en semillas y 5 en hojas,

compuestos con potencial uso en industria farmacéutica y alimentaria.

3. En el extracto de DMB® se han identificado 12 compuestos fendlicos
mediante HPLC. Obteniendo mayor cantidad de compuestos en el extracto

acuoso al comparar con etanol al 30, 50% y 70%.

4. Los extractos de DMB®, semilla y hoja mostraron efectos citotéxicos en
distintas lineas celulares de cancer colorrectal (DLD-1, HT-29, SW480,
SW620) alcanzando una reduccién del 50% en la viabilidad celular, lo que

sugiere su potencial uso en aplicaciones anticancerigenas.

5. El tratamiento crénico con extractos de DMB® logré reducir en un 77% el
CI50 del oxaliplatino en una linea celular metastasica (SW620), lo que

podria disminuir la toxicidad y mejorar la eficacia de este quimiofarmaco.

6. Kl extracto de semilla logré reducir los niveles del biomarcador tumoral de
superficie RAGE en una linea celular metastasica (SW620) con tratamiento

crénico, lo que sugiere una accién especifica sobre ciertas vias moleculares.

7. Los extractos de DMB®, hoja y semilla lograron estimular las células
linfociticas T, lo que podria tener aplicacién en el desarrollo de nuevas

terapias inmunomoduladoras o como suplemento alimenticio.

8. El extracto acuoso de DMB® no mostro efectos adversos en las pruebas de
hemaglutinacion y hemolisis, lo que respalda su potencial como ingrediente
funcional en la industria alimentaria. Sin embargo, los extractos de semilla
y hoja generaron hemolisis, por lo que su aplicacién debe ir encaminada al

area farmacéutica.
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9. Los NaDES demostraron ser eficaces en la extracciéon de compuestos con
capacidad antioxidante superando el rendimiento del disolvente etanol al

70% en la mayoria de las frutas estudiadas.

10.Los NaDES obtuvieron mas proteina miraculina en comparaciéon con el

tampon de extraccion proteica, en especial el NaDES 27.

11.Los modelos supervisados evaluados no lograron predecir la capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos obtenidos con los NaDES
basandose Ginicamente en las caracteristicas nutricionales. Sin embargo, los
modelos no supervisados permitieron generar clusteres con relacion a las
propiedades nutricionales y la capacidad antioxidante de las frutas

evaluadas.

12.El analisis de los clusteres mostr6 que las frutas que poseen cantidades
elevadas de glicina y fitoesteroles totales presentan compuestos con mayor

capacidad antioxidante.

13.El cluster de las frutas con compuestos con mayor capacidad antioxidante
contienen un mayor contenido de macronutrientes (energia y proteina) y

micronutrientes (zinc y fésforo).
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Anexos

9. Anexos

Anexo 1| Propiedades nutricionales de diferentes tipos de frutas

Propiedad nutricional mg o g/ 100

g peso fresco Frutas
Acai Acerola AguacateArandano Banana Ciruela Datil Frambuesa Fresa Guarana Kiwi Limén Lucuma ManzanaMaqui Naranja Papaya Pifia Pitahaya Pomelo Uva Caqui  Feijoa Uchuva Tuna

Energia total(Kcal) 130 32 233 64 98 48,1 89,45 57 36 335 51,8 217,66 96 54,08 150 52 35,01 60 60 36,63 67,1 74,22 41,58 53 50
Proteina (g) 2 0,4 1,88 0,63 1,06 0,63 1,88 1,31 0,81 13,5 1 0,69 2,2 0,31 0,74 0,87 0,5 0,54 1,1 0,63 0,72 0,63 0,71 2,2 0,7
Hidratos carbono (g) 5 8,3 0,4 14,6 23 10,2 65,1 12,9 7,96 50,5 9,12 3,16 24,5 11,4 20,6 11,8 7,1 13,12 11 7,41 15,5 16 15,21 11,2 74
Azucar (g) 2 0,4 0,7 0,36 15,8 9,9 66,5 2,6 4,86 1,1 8,9 2,5 13 13,8 14,6 8,5 5,9 9,9 9 6,2 16,3 12,5 8,2 9,9 8,7
Fibra (g) 5,3 11 6,33 2,4 2,6 1,5 6,7 6,5 2 3,8 3 2,8 2,3 2,4 52 2,4 2 3 1 0,9 3,6 2,9 4,9 0,4
Fibra soluble (g) 1,27 0,1 1,4 1,7 1 0,7 2,8 2,2 0,6 3,45 2 2,8 0,6 0,5 2 1,9 0.5 1 0,6 0,6 2,6 1,6 2,5 13
Fibra insoluble (g) 3.8 1 4,9 0,7 1,6 0,8 3,9 4,3 1,4 0,35 1 0 1,7 1,9 3.2 0,5 15 2 0,4 0,3 1 1,3 2,4 2,3
Grasa total (g) 49 0,3 23,5 0,6 0,27 0,17 0,45 0,3 0,4 2,3 0,8 0,3 0,5 0,36 0,62 0,2 0,09 0,4 0,15 0,16 0,3 0,43 0,9 0,6
Acidos Grasos Saturados @® 0,88 0,1 1,9 1 0,12 0,02 0,15 0,01 0,03 0,6 0,1 0,04 0,2 0,06 0,19 0,03 0,03 0,1 0,04 0,05 0,05 0,12 0,2 2,1
Acidos Grasos Monoinsaturado @) 0 0,1 15,48 1 0,04 0,05 0,15 0,03 0,06 0,8 0,1 0,01 0,1 0,15 0,006 0,05 0,03 0,1 0,03 0,01 0,09 0,058 0,1 2,5
Acidos Grasos Poliinsaturado @) 4,39 0,1 1,87 1 0 0,08 0,03 0,2 0,24 0,6 0,4 0,09 0,1 0,11 0,21 0 0,02 0,2 0,06 0,05 0,06 0,26 0,1 52
Agua (g) 85 91 67,9 84,2 75,3 87,4 23,9 85,6 90,8 98,35 87 91,2 73 85,9 56 87,7 90,4 87 90,2 83,2 80,5 88 86 90
Calcio (Ca) (mg) 35 12 12 12 5 8,3 63 16 17 16 34,11 11 16 5,5 320 43 21 45,7 23 10 8 185 2,6 10
Hierro(Fe) (mg) 0,63 0,2 0,49 0,34 0,4 0,26 19 0,45 0,26 5,4 0,37 0,45 2,5 0,56 30,5 0,49 0,42 0,05 0,87 0,17 0,3 0,37 25 5 0,02
Magnesio(Mg) (mg) 60 18 30 2,4 28 7,9 50 19,2 12,5 77 14,93 28 42 5,6 30,9 10,7 11 12 23 9,6 7,1 8 121 20 15,2
Zine (Zn) (mg) 1 0,2 0,4 0,09 0,16 0,09 0,3 0,22 0,11 3,3 0,16 0,11 0,4 0,13 0,87 0,15 0,16 0,1 0,34 0,07 0,03 0,04 0,9 1,5 0,05
Selenio(Se) (ug) 1 0,6 0,4 0,1 2,5 0,59 3 1,3 1,3 0 0,6 1 29 1,4 Des. 0 0,6 0,1 0,6 1 0,1 0,6 0,5 0,7 0,8
Sodio (Na)(mg) 26 7 4,7 1 4 1,7 8 2,5 2 6 4 1,9 9 1,2 4,29 9 3 2,5 45 1,1 3 4 18,87 2,7 0,25
Potasio(K)(mg) 105 1677 487 78 370 177 650 156 161 1042 290 170 320 120 1312 165 200 109 156 148 218 178 2,55 404 18,7
Fésforo (P) (mg) 30 11 0 13 22 2,1 0 27 23 65 0 10 31 9,1 44 23 0 8 22,5 24 22 0 0 55 12
Nitrogeno (mg) 0,348  0,1088 0,3 0,11 0,12 0,1 0,3 0,16 0,1 2,6 0,16 0,11 0,352 16 2,24 0,14 0,08 0,086 0,17 0,1 0,14 0,1 0,11 0,35 0,11
Manganeso (Mn) (mg) 0,6 0,8 0,8 0,423 0,7 0,4 0,7 0,49 0,7 0,6 0,2 0,2 1,2 0,2 0,3 0,029 0,2 0,866 0,2 0,2 0,3 0,4 0,084 0,5  0,0078
Cobre(Cu) (mg) 0,8 0,12 0,3 0,046 0,1 0,15 0,85 0,053 0,035 0,4 0,17 0,08 2,5 0,07 0,06 0,064 0,2 0,095 0,03 0,05 0,061 0,15 0,11 1 0,002
Vitamina B1 Tiamina [mg] 0,25  0,0009 0,008 0,02 0,056 0,07 0,06 0,02 0,03 0,13 0,02 0,05 0,007 0,04 0,068 0,068 0,03 0,064 0,04 0,05 0,04 0,02 1 0,13 0,01
Vitamina B2 Riboflavina [mg] 0,03 0,043 0,15 0,02 0,1 0,04 0,08 0,05 0,05 0,003 0,04 0,02 0,15 0,03 0,051 0,04 0,04 0,032 0,05 0,02 0,02 0,03 1 0,15 0,02
Egq. niacina [mg] 0,8 0,4 1,42 0,09 0,66 1,31 2,32 0,78 0,79 1,4 0,6 0,27 15 0,13 0,425 0,48 0,41 0,228 0,43 0,37 0,37 0,28 0,053 0,03 0,03
Vitamina B6 Piridoxina [mg] 0,1 0,0009 0,36 0,06 0,2 0,05 0,16 0,06 0,06 0,09 0,12 0,06 0,35 0,06 0,079 0,06 0,03 0,11 0,045 0,03 0,16 0,1 0,037 Des. 0,216
Acido Félico [pgl 5 14 30 10 14 2 21 30 61,57 16 26,83 6,3 9 5,8 24 25 38 18 3 14 27 7 14 0,1 78,2
Vitamina C (Acido ascérbico) [mgl 0 1677,6 6 8,1 12,3 5,4 3 23 59,6 0,4 43,14 51 6,3 12,4 59 59,1 80 58 20,5 36 3 16 273 46 47,8
(o] ides (BEq. B ) [ngl 240 40 53,5 34,2 8 371,5 34 22,5 18 108 37,25 3,4 2,3 14,95 154 39,41 165 42,8 Des. 9,2 60 160 733 335 126
Vitamina A Eq. Retinol [ug] 0,6 80 12 5,7 1 64,67 5,67 3,75 3 0,3 6,22 0,57 292 3 Des. 33,6 152,5 3 0,003 1,8 10 267 122,2 1460 3
Biotina (ug) 6 8 6 3,7 0,004 0,2 6 3,43 3,7 0,2 0,6 0,1 Des. 0,004 17 0,1 0,5 0,1 0,5 0,1 3,7 2 1 Des. 0,3
Acido graso Oleico C18:1 [g] 10 0,079 15,1 0,006 0,3 0,12 0,76 0,03 0,06 6 0,1 0,01 0,694 0,01 20,24 0,05 0,01 0,05 0,1 0,03 0,03 0,06 0,04 1,4 7,4
Acido graso Linoleico C18:2 [g] 6 0,045 1,66 0 0,04 0,05 0,03 0,13 0,13 1,6 0,34 0,06 0,627 0,09 0,08 0,05 0 0,2 0,37 0,04 0,04 0,06 0,15 10 4,8
Acido graso Linolénico C18:3 [g] 0,3 0,043 0,17 0 0,05 0,03 0 0,07 0,11 0,16 0,06 0,03 2,299 0,02 Des. 0,03 0,02 0,03 0,068 0,01 0,01 0 0,06 0,004 0,32
Alanina [mg] 42 31 149 0 43 23 142 0 44 70 0 41 200 15 59 25 11,5 29 35 20 22 32 41 14 15
Arginina [mg] 112 34 51 0 51 10 40 0 37 170 0 42 450 8 65 99 8,2 27 56 40 130 27 21 68 110
Acido aspértico [mgl 76 103 207 0 108 198 179 0 191 167 0 96 170 101 90 120 40 49 68 105 38 62 52 98 240
Acido glutamico [mg] 121 147 242 0 99 29 302 126 126 435 0 80 250 25 180 242 27 49 85 42 81 83 107 72 39
Cistina [mg] 8 16 5 0 2 3,2 64 76 7 70 0 9 30 1 Des. 2,6 0 3 6 2 10 14 0 123 6
Fenilalanina [mgl 54 28 95 0 32 13,5 51 27 25 120 0 25 140 9 60 51 7,4 7 38 10 19 28 2 27 85
Glicina [mg] 40 23 135 0 39 9,6 135 0 34 91 0 67 170 9 60 20 15 21 35 10 16 27 41 54 15
Histidina [mg] 20 14 26 0 72 10,3 40 17 16 60 0 10 60 6 30 11 4,1 5 14 6 22 13 7 60 6
Isoleucina [mg] 28 18 95 0 36 12,7 60 21 19 70 0 19 90 10 160 25 6,6 21 29 10 11 27 30 28 113
Leucina [mg] 79 34 168 0 80 16,7 62 47 44 140 0 18 170 16 250 28 13 27 49 15 22 46 55 46 74
Lisina [mg] 60 31 132 0 54 13,5 44 37 34 150 0 35 140 15 320 34 20,5 5 28 19 27 36 23 96 63
Metionina [mg] 18 10 37 0 8 4,8 22 1,1 1 30 0 10 20 3 70 7 1,6 3 9 3 9 5,5 5 45 3

223



Josefa Antonia Quiroz Troncoso

Prolina [mg]

Serina [mg]

Tirosina [mg]

Treonina [mgl

Triptéfano [mgl

Valina [mg]

Glucosa [g]

Fructosa [g]

Sacarosa [g]

Almidon (g)

Acidos orgénicos disponibles [g]
Oxélico [g]

Citrico [g]

Milico [g]

Fitosteroles totales [mg]
Beta-sitosterol [mg]
Campesterol [mg]
Estigmasterol [mg]
Polisacaridos no celular solubles [g
Poli idos no celular insolubl
Celulosa [g]

Lignina [g]

0,003
0,38

12
0.00006
0
0,00024
2,54
9,625
1,93

5,6

102

cocococoo

5,65

4,78
12,7

1,25
0,01
0,03
1,22
18,9

1,6
0,67

0,68
0,23

3,33
1,26

1,2
2,38
2,01
3,11

0,05

0,6

0,98
0,56
1,11
2,04

0,59
0,42
0,83
0,28

0,48
0,91
0,62
0,01

160

153
11
17
22

2,02
2,36
4,19
1,13

1,04
0,09

12,3

45

4,6

0,023

Des.: Desconocido
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Anexos

Anexo 2| Porcentaje de capacidad antioxidante de diversas frutas obtenida mediante NaDES y Etanol al 70%.

Disolventes

NADES1 NADES2 NADESS NADES4 NADES5 NADES6 NADES7 NADES9 NADES10 NADES11 NADES 12 NADES 13 NADES 14 NADES 156 NADES 16 NADES 18 NADES 19 NADES 20 NADES 21 NADES 22 NADES 28 NADES 24 NADES 26 NADES 27 NADES 28 NADES 29 NADES 30 NADES 31 Etanol 70%
Acai 3 1 32.67 06 2778 2455 81 1 26, 23.40 77 1745 2 : 2440 27,64 17 38,04 26,18 3156 24,01 35.09 2.67 9 2646 74.20
Acerola 55,68 24,50 5,22 74,84 19,95 10,86 5548 14,62
Aguacate 1722 19,64 17,60 11,91 11,97 10,90
Arandano 82,15 70,61 51,58 0,00 61,64
Banana 9,08 1,02 9,64
Ciruela 48,86 32,70 0,00
Datil 14,93 15.27 952
TFrambuesa 19.90 298
Fresa 44,13 0,00
Guarank 67,55 0,00
Kiwi 0,00 11,46
Limon 20,63 10,79
Lucuma. 2838 301
Manzana 7.46 0,00
Maqui 6,80
Naranja 091
Papaya 861
Pifia 0,00
Pitaya 15,06
Pomelo 12,25
Sysepalum 7,16
Uva 12,22
Arrayan N.D.
Caqui N.D.
Chileo N.D.
Feijon N.D.
Golden N.D.
Ginkgo N.D.
Peumo N.D.
Tuna N.D. 7.53

N.D.: No disponibles
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Anexo 3| Especificaciones de los compuestos utilizados para el anélisis HPLC (incluidos
nimeros CAS, proveedores y pureza). incluidos ntimeros CAS, proveedores y

pureza).
Compound CAS number Supplier Purity
Gallic acid 149-91-7 Sigma-Aldrich >97 wt. %
Protocatechuic Acid 99-50-3 Sigma-Aldrich >97 wt. %
Catechin 225937-10-0  Sigma-Aldrich > 98 wt. %
Caffeic acid 331-39-5 Sigma-Aldrich > 98 wt. %
Vanillin 121-33-5 Sigma-Aldrich >99 wt. %
Syringic acid 501-98-4 Sigma-Aldrich > 95 wt. %
Rutin 207671-50-9  Sigma-Aldrich >94 wt. %
Cumaric acid 501-98-4 Sigma-Aldrich >98 wt. %
Ferulic acid 1135-24-6 Sigma-Aldrich 99 wt. %
Salicylic acid 69-72-7 Sigma-Aldrich > 99 wt. %
Quercetin 849061-97-8  Sigma-Aldrich >95 wt. %
Cinamic acid 140-10-3 Sigma-Aldrich >99 wt. %
Acetonitrile (ACN) 75-05-8 Honeywell HPLC grade
Water 7732-18-5 Honeywell HPLC grade
Glacial Acetic acid 64-19-7 Labkem >99 wt. %
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Anexo 4|Diagrama de flujo para utilizar el widget de regresién lineal en el software
Orange3.

Flujo regresién lineal en software orange3

[File] -> [Data Table]

->[Select Columns] -> [Linear Regression] -> [Test & Score]
\
->[Scatter Plot]

Anexo 5| Diagrama de flujo para utilizar el widget Tree en el software Orange3

Flujo Tree en software orange3

[File -> Data Table
-> Select Columns -> Tree -> Test & Score
-> Tree Viewer

Anexo 14| Diagrama de flujo para utilizar el algoritmo K-Nearest Neighbors (Knn) en
el software Orange3
Flujo Knn en software orange3

[File] -> [Select Columns (opcional)]-> [Normalize] -> [Data Sampler] -> [K-NN] -> [Test & Score]

[Predictions] -> [Data Table]

Anexo 15|Diagrama de flujo para utilizar el algoritmo de Maquinas de Vectores de
Soporte (SVM) en el software Orange3

Flujo M4quinas de vectores de soporte (SVM)( en software orange3

File -> Select Columns (opcional) -> Normalize -> Data Sampler -> SVM -> Test & Score
\

-> Predictions-> Data Table

Anexo 23| Diagrama de flujo para utilizar el algoritmo Arbol aleatorio (Random
Forest) en el software Orange3
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Flujo Random forest en software orange3

File -> Select Columns (opcional) -> Normalize -> Data Sampler -> Random Forest -> Test & Score

-> Predictions-> Data Table

Anexo 27| Diagrama de flujo para utilizar el algoritmo K-Medias en el software
Orange3.

Flujo K-means en software orange3

File -> Select Columns (opcional) -> Normalize -> Data Sampler (opcional) -> K-Means -> Silhouette Plot
\
-> Scatter Plot

Anexo 28| Diagrama de flujo para utilizar el algoritmo de Clustering Jerarquico
en el software Orange3.

Flujo Agrupacién jerarquica en software orange3

File -> Select Columns (opcional)-> Normalize -> Data Sampler (opcional) ->

Hierarchical Clustering -> Dendrogram
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Anexo 32| Articulo cientifico publicado (primer autor) en la revista International Journal
of Molecular Sciences (primer cuartil o Q1) bajo el nombre “New Carbonate-Based
Materials and Study of Cytotoxic Capacity in Cancer Cells”.

International Journal of

Molecular Sciences mb\l;u

Article
New Carbonate-Based Materials and Study of Cytotoxic
Capacity in Cancer Cells

Navara Niza-Pérez 11, Josefa Quiroz-Troncoso 2310, Nicolas Alegria-Aravena 2430, Santiago Gomez-Ruiz 110,
¥ b4 g

Diana Diaz-Garcia 1*( and Carmen Ramirez-Castillejo 2:6-*

1 COMET-NANO Group, Departamento de Biologia y Geologia, Fisica y Cuimica Inorganica, ESCET,
Universidad Rey Juan Carlos, 28933 Madrid, Spain
*  Centro de Tecnologia Biomédica (CTB), Departamento Biotecnologia-B.V. ETSIAAB,
Universidad Politécnica de Madrid, 28223 Madrid, Spain
*  Medicinal Gardens 5.L. (Baia Food), 25008 Madrid, Spain
4 Grupode Biologia y Produccién de Cérvidos, Instituto de Desarrollo Regional,
Universidad de Castilla-La Mancha, 02006 Albacete, Spain
5 Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC)—Fundacidn Cientifica AECC, 02001 Albacete, Spain
& Oncology Department, Instituto de Investigacion Sanitaria San Carlos (IdISSC), 28040 Madrid, Spain
*  Correspondence: diana.diaz@urjc.es (D.D.-G.); mariadelcarmen ramirez@upb.es (CR-C);
Tel.: +34-910679290 (C.R-C.)
t These authors contributed equally to this work.

Abstract: Calcium carbonate, one of the most commonly found biominerals produced by organisms,

has shown great potential for the development of systems with biological applications due to its

excellent biocompatibility, biodegradability, and simple chemical composition. Here, we focus on

the synthesis of various carbonate-based materials with vaterite phase control and their subsequent

functionalization for applications in treating glioblastoma, one of the most limiting tumors cur-

flheﬂi‘ff’r rently without effective treatments. The incorporation of L-cysteine into the systems increased cell

P selectivity while the incorporation of manganese supplied the materials with cytotoxic capacity.

Citation: Niza-Pérez, MN.; . P . . -

Extensive characterization of the systems by infrared spectroscopy, ultraviolet-visible spectroscopy,

Quiroz-Troncoso, |.; Alegria-Aravena,
N.; Gémez-Ruiz, §.; Diaz-Garcia, D.;

Ramirez-Castillejo, C. New

X-ray diffraction, X-ray fluorescence, and transmission electron microscopy confirmed the incorpo-
ration of the different fragments causing selectivity and cytotoxicity to the systems. To verify their

Carbonate-Based Materials and therapeutic activity, the vaterite-based materials were tested in the CT2A cell line (murine glioma)
Study of Cy totoxic Capacity in and compared to SKBR3 (breast cancer) and HEK-293T (human kidney) cell lines. These studies
Cancer Cells, Int. . Mol 5. 2023, 24,  on the cytotoxicity of the materials have shown promising results that can encourage future in vivo
5546, https:// doi.org/ 103390/ studies in glioblastoma models.

ijms24065546
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Anexo 33 | Articulo cientifico publicado (cuarto autor) en la revista Food Chemistry (primer
cuartil o Q1) bajo el nombre “Quantification of lectins in Synsepalum dulcificum
and comparison with reference foods”

Food Chemistry 352 (2021) 129341

Contents lists available at ScienceDirect

Food Chemistry

FI1.SEVIER journal homeapage: www.elseviar.com/locata/foodchem

Short communication

Quantification of lectins in Synsepalum dulcificum and comparison with =
reference foods

Adriin Menéndez-Rey ~"™, Raquel Gonzalez-Martos ", Peng Ye ", Josefa Quiroz-Troncoso ",
Nicolas Alegria-Aravena”, Marta Sdnchez-Diez °, Ceferino Maestu-Unturbe *,
Loan Bensadon-Naeder' , Carmen Ramirez-Castillejo ™

* CTR (CTE-UPM) Centro de Tecnologpia Biamedica, Universidad Politecnica de Modrid, 28225 Posuelo de Alarcon, Spain
* Medicinal Gardens S L (Baia Food), 2B008 Madrid, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A healthy life means a balance between physical activity and a diet rich in fruits and vegetables, however, some
Lectins . plant-based foods can have eertain adverse effects due to the presence of anti-nutritional factors, such as lecting,
Synsepalum duldificum capable of binding molecules and preventing their normal assimilation. The level of lectins in Synsepalum dul-
I":"“_r"" B"'_T-'f' cificum fruit was determined by hemagglutination assays in human blood, and its comparison with foods char-
P:::::ﬁ:l:au;m acterized as having high and low lectin content. The relative hemagglutinating activity of berries from
Risioit ilams Synsepalum dulcificum compared 1o our positive high lectin content food reference (Pinto bean) corresponds to

3.13-6.25%, representing safe levels for nutritional food.
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Anexo 34| Resolucion favorable de comité ética para el uso de muestra de sangre humana

H ] UMIYERSIDAD
2 POLITECHICA

DE MADRID

INFORME QUE EMITE EL COMITE DE ETICA
DE LA UNIVERSIDAD POLITECNICA DE MADRID

& peticion de la Vicerrectora de Inwestigacion, Innowvacion y Doctorado de la Universidad
Politécnica de Madrid,

D* Asuncion Gomez Pérez, de un dictamen sobra los aspectos éticos dal

Proyecto “OPTIMIZACION ESTADISTICA DE SUBPRODUCTOS DE INTERES EM LA SALUD HUMANS
DERIVADOS DE SYNSERALUM DULCIFICUM D. ¥ PLANTAS SIMILARES, UTILIZANDO MACHINE
LEARNING®, con referencia OEDSDIELSH-MOCRC-HUMANOS-20230926, cuyo investigador
principal es Maria del Carmen Ramirez Castillejo, de Tecnologias para Ciencias de la Salud.

El Comité emite el siguiente informe:

El solicitante declara conocer los principios éticos y los normas legales que rigen las octividodes
de investigocion y se compromete g respetar estos principios y normas en el desarroilo del
estudio propuesto. igualmente, se compromete a no modificor los protocolos de investigacion y
o solicitar uno nuewa owtorizocion en caso de modificocion.

En particwlar declorg conoecer y¥ atenerse o o dispuesto en

- lo Dedarocion de Helsinki de lo Asociocion Médico Mundial [642 Asombiea General,
Fortaleza, Brasil, octubre 2013)

- &l Comvenio de Owiedo relotive o los Derechos Humanos y Io Biomedicing (Consejo de Europa,
19497]

- la Ley 4172002 basica reguiodora de lo autonomia del paciente y de derechos y obligacones
en materio de informacion y documentocion chinica.

- o Circular 7/2004 de la AEMPS sobre investigociones dinicas con productos sanitarios

- I Ley 14/2007 de Investigacion biomédica

- el RD 1551, 20089 que regula los productos sanitarios

- el RD 1616,/2009 gue se regula los productos sanitarios implontobles octivos

- Ia Ley 33/2011, de 4 de octubre, General de Salud Publica

- el RD 1716/2011 de biobancos y muestras binldgicas

- el RD 872014 sobre lo donocién, lo obtencion, ko evoluocidn, of procesomiento, Io
preseyvacion, el almacenamiento y o distribucion de célulos y tejidos humanos

- el RD 10902015 de ensayos cinicos con medicomentos

Por lo tanto, no hay inconveniente en informar favorablemente la propuesta, recomendando el
efectivo cumplimiento de los compromisos dedarados.

¥ para que asi conste, firmo el presente informe en Madrid.

La Presidenta del Comita El Secretario del Comiteé

. EiAS [OFET JIRN CAELOC - DHI "*“II180*" with it
r“_-ixm II'FEH‘T:_mGE immued byismn = cerbificeds ssbide por .I.h:ll:a:l.:: ;&::;:
MARECOVED [ et mnimuirm
ORI
Asuncion Somez Pérez Juan Carlos Duehas Lopez

UMIVERSIDAD POLITECHICA DE MADRID Vicerrectorado de Investgadén, Inmovadiin y Doctorado

231



	portada_JQ.pdf
	aJOSEFA_ANTONIA_QUIROZ_TRONCOSO.pdf
	1. Introducción
	1.1. Marco empresarial
	1.1.1. Baïa Food y su novel food Dried Miracle Berry (DMB®)
	1.1.2. Comercialización del producto DMB®
	1.1.3. Misión
	1.1.4. Estrategias de innovación y desarrollo de productos

	1.2. Problemática e interés de Baïa Food: subproductos no aprovechados, polifenoles y medio ambiente
	1.3. Motivación

	2. Antecedentes
	2.1.  Synsepalum dulcificum
	2.1.1. Historia
	2.1.2. Taxonomía de Synsepalum dulcificum
	2.1.3. Descripción botánica Synsepalum dulcificum
	2.1.4. Distribución geográfica actual de Synsepalum dulcificum.
	2.1.5. Propiedades de Synsepalum dulcificum

	2.2. Metabolitos secundarios: Compuestos fenólicos
	2.2.1. Estructura de los compuestos fenólicos
	2.2.2.  Mecanismo de acción y salud humana.
	2.2.3. Obtención de compuestos fenólicos

	2.3. Modelización de sistemas complejos
	2.3.1. Aprendizaje supervisado
	2.3.2. Aprendizaje no supervisado
	2.3.3. Aprendizaje por refuerzo


	3. Objetivos
	3.1. Objetivos Específicos

	4. Materiales y métodos
	4.1. Material vegetal
	4.1.1. Synsepalum dulcificum (DMB®, semilla y hoja)
	4.1.2. Frutas de interés comercial
	4.1.3. Infusiones comerciales

	4.2. Obtención de compuestos fenólicos totales en Synsepalum dulcificum
	4.3. Cuantificación de compuestos fenólicos
	4.3.1. Cuantificación de contenido total de fenoles (CTF)
	4.3.2. Cuantificación de contenido total de flavonoides totales
	4.3.3.  Determinación de capacidad antioxidante mediante la eliminación de radicales DPPH•

	4.4. Identificación de compuestos fenólicos mediante HPLC y CG/MS
	4.4.1. Preparación de los extractos
	4.4.2. Análisis mediante Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC)
	4.4.3. Análisis mediante Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas (GC-MS)

	4.5. Efecto anticancerígeno en cáncer colorrectal
	4.5.1. Ensayo de viabilidad celular (CI50)
	4.5.2. Ensayo de exposición crónica
	4.5.3. Análisis de biomarcadores tumorales mediante citometría de flujo

	4.6. Proliferación linfocitaria
	4.7. Análisis de aglutinación y hemolisis
	4.8. Disolventes alternativos para la obtención de polifenoles y miraculina
	4.8.1. Elaboración de disolventes eutécticos profundos (NaDES)
	4.8.2. Extracción de compuestos fenólicos con NaDES y cuantificación de capacidad antioxidante
	4.8.3. Obtención y cuantificación de miraculina de DMB®
	i. Extracción proteica de miraculina
	ii. Cuantificación de miraculina


	4.9. Modelamiento matemático
	4.9.1. Base de datos 1: Características nutricionales de las frutas
	4.9.2. Bases de datos 2: Capacidad antioxidante de compuestos obtenidos mediante NaDES de distintas frutas.
	4.9.3. Algoritmos aprendizaje automático supervisados
	4.9.4. Algoritmos aprendizaje automático no supervisados
	4.9.5. Análisis comparativo de clústeres en base a propiedades nutricionales y de clúster en base a capacidad Antioxidante
	El objetivo conocer más sobre las matrices generadas mediante la agrupación por k-mean y agrupación jerárquica, se analizaron la existencia significativa en el poder antioxidante entre las frutas agrupadas según sus propiedades nutricionales, y viceve...

	4.10. Análisis estadístico

	5. Resultados
	5.1. DMB®: Pulpa de Synsepalum dulcificum
	5.1.1.  Determinación de contenidos fenoles totales (CFT) de DMB®
	5.1.2. Determinación de flavonoides totales de DMB®.
	5.1.3. Determinación capacidad antioxidante de DMB®.
	5.1.4. Comparación de DMB® con otras frutas.
	5.1.5. Determinación de fenoles de DMB® mediante HPLC.
	5.1.6. Identificación de compuestos de DMB® mediante CG-MS.
	5.1.7. Efecto anticancerígeno de DMB®.
	5.1.8. Efecto inmunomodulador de DMB®
	5.1.9. Actividad aglutinante del extracto DMB®

	5.2. Semilla de Synsepalum dulcificum
	5.2.1. Obtención y cuantificación antioxidante de los compuestos fenólicos de semilla de Synsepalum dulcificum
	5.2.2. Identificación de compuestos de semilla de Synsepalum dulcificum mediante CG-MS
	5.2.3. Efecto anticancerígeno de semilla de Synsepalum dulcificum
	5.2.4. Efecto inmunomodulador de semilla de Synsepalum dulcificum
	5.2.5. Actividad aglutinante de semilla de S. dulcificum

	5.3. Hoja de Synsepalum dulcificum
	5.3.1. Obtención y cuantificación antioxidante de los compuestos fenólicos de semilla de S. dulcificum
	ii. Comparación de capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum frente a infusiones y té

	5.3.2. Identificación de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum mediante CG-MS
	5.3.3. Efecto anticancerígeno de hoja de Synsepalum dulcificum
	5.3.4. Efecto inmunomodulador de hoja de S. dulcificum
	5.3.5. Actividad aglutinante de hoja de S. dulcificum.

	5.4. Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES)
	5.4.1. Obtención de miraculina de DMB® mediante NaDES.
	5.4.2. Obtención de compuestos con capacidad antioxidante de DMB® mediante NaDES.

	5.5. Uso de aprendizaje automático para la obtención de compuestos fenólicos con capacidad antioxidante mediante los disolventes NaDES
	5.5.1. Bases de datos
	5.5.2. Predicción de la capacidad antioxidante de los fenoles obtenidos mediante los NaDES a partir de las características funcionales de las frutas
	5.5.3. Agrupación (clustering) de frutas


	6. Discusión
	6.1. Obtención y cuantificación de compuestos fenólicos de Synsepalum dulcificum mediante disolvente convenciones.
	6.1.1. Compuestos fenólicos totales y capacidad antioxidante de DMB®.
	6.1.2. Capacidad antioxidante de semilla de Synsepalum dulcificum
	6.1.3. Capacidad antioxidante de hoja de Synsepalum dulcificum

	6.2.  Identificación de compuestos fenólicos de Synsepalum dulcificum
	6.2.1. Identificación de compuestos en DMB®
	6.2.2. Identificación de compuestos de semilla de Synsepalum dulcificum.
	6.2.3. Identificación de compuestos de hoja de Synsepalum dulcificum.

	6.3. Actividad biológica de Synsepalum dulcificum.
	6.3.1. Seguridad alimentaria.
	6.3.2. Dosis- respuesta frente a líneas de cáncer colorrectal.
	6.3.3. Efecto inmunomodulador

	6.4. Disolventes Naturales Eutécticos Profundos (NaDES) una alternativa innovadora para la obtención de compuestos fenólicos.
	6.4.1. Capacidades antioxidantes de DMB® y frutas varias mediante NaDES.
	6.4.2. Obtención de Miraculina con NaDES

	6.5. Aplicación del uso de los NaDES. Modelamiento de Machine Learning
	6.5.1. Agrupación de frutas según las propiedades nutricionales.
	6.5.2. Agrupación de frutas según su capacidad antioxidante obtenida mediante NaDES.
	6.5.3. Agrupación de NaDES según su capacidad de extracción de capacidad antioxidante según el tipo de fruta.


	7. Conclusiones
	8. Referencias
	9. Anexos


