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Potencial inductor de neuroplasticidad estructural por parte de una fraccion activa de
Tillandsia usneoides y su perfil cromatografico por UHPLC-DAD-QTOF-MS
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ABSTRACT

Chemotherapeutic drugs have been reported to cause toxicity in the Central Nervous System (neurotoxicity),
decreasing neuroplasticity, which is the ability of the central nervous system to modify itself both structurally and
functionally, leading to cognitive impairment //-¥/. However, there is currently no treatment effective enough to
treat the loss of neuroplasticity, and its mechanisms are not fully elucidated. Previous work by our research groups
indicated that one medicinal species that has been shown to have structural neuroplasticity-inducing activity in
vitro is Tillandsia usneoides, which has been little studied both chemically and biologically. Considering the
above, this study aimed to chemically characterize the active fraction ethyl acetate (AcOEt) and to evaluate its
potential to induce neuritogenesis and the activation of Erk and PI3K pathways in cortical neurons of Wistar rat
embryos. The plant material (leaves and stems of 7. usneoides) was extracted by maceration with 96% ethanol
and concentrated under reduced pressure in a rotary evaporator. The resulting extract was fractionated by vacuum
chromatography with solvents of increasing polarity, which were subsequently analyzed by High Performance
Thin Layer Chromatography (HPTLC) and Ultra High-Performance Liquid Chromatography coupled to Diode
Array Detector and Mass Spectrometry (UHPLC-DAD-QTOF-MS). UV detection was performed at 254 nm and
360 nm and MS detection was performed between 100 and 1000 m/z. In parallel, the structural neuroplasticity-
inducing effect of ethanolic extract (EtOH) and ethyl acetate (AcOEt) and hydroethanolic (H20:EtOH) fractions
on cortical neurons of 18-day-old Wistar rat embryos were evaluated by immunocytochemical assays quantifying
different morphometric parameters. The activating potential of the signaling pathways was evaluated by western
blot detection of p-Akt (of the PI3k pathway) and p-Erk proteins. The results obtained indicated that the EtOH
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extract is rich in phenolic compounds, such as flavonoids and phenolic acids, and triterpenes, while the AcOEt
fraction concentrated most of the flavonoid-type metabolites. The compounds 5,7,4'-trihydroxy-3,6,3',5'-
tetramethoxyflavone and 3,5,7,4'-tetrahydroxy-6,3',5'-trimethoxyflavone were tentatively identified. Regarding
neuroplastic activity, an enhancing effect on the complexity of the dendritic tree in neurons was evidenced, mainly
for the AcOEt fraction that increased the number of dendritic branches and the length of dendrites at
concentrations between 0.03 to 1 pg.mL!. As a conclusion, the results obtained so far highlight an important
structural neuroplastic activity of the AcOEt fraction of 7. usneoides leaves, which seems to be related to its
richness in methoxylated-type flavonoids.
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RESUMEN

Se ha reportado que los farmacos quimioterapéuticos provocan toxicidad en el Sistema Nervioso Central
(neurotoxicidad), disminuyendo la neuroplasticidad, que es la capacidad del sistema nervioso central de
modificarse tanto estructural como funcionalmente, lo que conlleva a un deterioro cognitivo //-¥/. Sin embargo,
en la actualidad no hay un tratamiento lo suficientemente eficaz para tratar la perdida de neuroplasticidad y sus
mecanismos no estan completamente elucidados. Trabajos previos de nuestros grupos de investigacion indicaron
que una especie medicinal que ha demostrado tener actividad inductora de neuroplasticidad estructural in vitro es
Tillandsia usneoides que ha sido poco estudiada tanto quimica como biolégicamente. Considerando lo anterior,
el objetivo de este estudio fue caracterizar quimicamente la fraccion activa acetato de etilo (AcOEt) y evaluar su
potencial inductor de neuritogénesis y de la activacion de las vias Erk y PI3K en neuronas corticales de embriones
de rata Wistar. El material vegetal (hojas y tallos de 7. usneoides) fue extraido por maceracion con etanol 96% y
concentrado a presion reducida en rotaevaporador. El extracto resultante fue fraccionado por cromatografia al
vacio con solventes de polaridad creciente, las cuales fueron posteriormente analizadas por Cromatografia en
Capa Delgada de Alta Resolucion (HPTLC) y Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a Detector de
Arreglo de Diodos y Espectrometria de Masas (UHPLC-DAD-QTOF-MS). La deteccion UV se realizd a 254 nm
y 360 nm y la deteccion MS se realizé entre 100 y 1000 m/z. En paralelo, se evalud el efecto inductor de
neuroplasticidad estructural del extracto etanodlico (EtOH) y de las fracciones acetato de etilo (AcOEt) e
hidroetandlica (H20:EtOH) en neuronas corticales de embriones de 18 dias de ratas Wistar, mediante ensayos por
inmunocitoquimica cuantificando diferentes parametros morfométricos. El potencial activador de las vias de
sefializacion se evalud mediante la deteccion por Western Blot de las proteinas p-Akt (de la via PI3k) y p-Erk.
Los resultados obtenidos indicaron que el extracto EtOH es rico en compuestos fendlicos, como flavonoides y
acidos fendlicos, y triterpenos, mientras que la fraccion AcOEt concentr6 la mayoria de los metabolitos de tipo
flavonoides. Se identificaron tentativamente los compuestos 5,7,4'-trihidroxi-3,6,3',5'-tetrametoxiflavona y
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3,5,7,4'-tetrahidroxi-6,3',5'-trimetoxiflavona. En cuanto a la actividad neuroplastica, se evidencidé un efecto
potenciador de la complejidad del arbol dendritico en neuronas, principalmente para la fraccion AcOEt que
aument6 el nimero de ramificaciones dendriticas y la longitud de las dendritas a concentraciones entre 0,03 a 1
ug.mL!. Como conclusion, los resultados obtenidos hasta el momento destacan una importante actividad
neuropldstica estructural de la fraccion AcOEt de las hojas de T. usneoides, la cual parece estar relacionada con
su riqueza de flavonoides de tipo metoxilados.
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