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ABSTRACT

Fatty acids, specially hydroxylated fatty acids, are able to change the lipid composition of the
cell membranes affecting cell signaling pathways and gene expression, thus, reverting the
pathological state of the cell. Methylation and trimethylsilanization of fatty acids, followed
by gas chromatography analysis allows to distinguish hydroxylated fatty acids from the non-
hydroxylated ones, and to quantification them. F1 33771 strain of Drosophila melanogaster,
which is a fly model for studying Alzheimer’s disease, was treated with polyunsaturated
hydroxylated and non-hydroxylated fatty acids previously used in antineurodegenerative
studies. Subsequent analysis by gas chromatography showed changes of lipid levels after 20
days of treatment, which may reflect the antineurodegenerative effect of the compounds
used. Flies treated with hydroxylated fatty acids did not show the presence of any
hydroxylated compound into their body, although new non-hydroxylated metabolites, not
present in other treatments, were detected. These metabolites may be involved in the
recovery of the cognitive level and the lower toxicity of hydroxylated fatty acids to the non-
hydroxylated ones. Gas chromatography analysis of Salvia nilotica and Salvia viscosea lipid
extracts showed the presence of the hydroxylated fatty acids, 2-hydroxyoleic acid, 2-
hydroxylinoleic acid and 2-hydroxy-a-linolenic acid. However, other species studied of the
same genus (S. officinalis, S. verbenaca) did not show hydroxylated fatty acids in their lipid
profile. The presence of these hydroxylated fatty acids in the nature can be used for treating

various diseases by means of regulating lipid composition of cell membranes.
RESUM

Els acids grassos, i en particular els acids grassos hidroxilats, tenen la capacitat de modificar
la composicid lipidica de les membranes cel-lulars, afectant a les vies de senyalitzacid
cel-lular i a I'expressio genica, podent revertir I'estat patologic de la cél-lula. La metilacio i
trimetilsilanitzacié d’acids grassos seguida d’un analisi per cromatografia de gasos permet
distingir els acids grassos hidroxilats de la resta i la seva posterior quantificacid. La soca F1
33771 de Drosophila melanogaster, un model de mosca per I'estudi de la malaltia de
Alzheimer, es va tractar amb acids grassos poliinsaturats hidroxilats i no hidroxilats utilitzats
previament en estudis d’antineurodegeneracié. El posterior analisi per cromatografia de
gasos va mostrar canvis a nivell lipidic després de 20 dies de tractament i que podrien

reflectir I'’efecte antineurodegeneratiu dels composts emprats. Les mosques tractades amb



acids grassos hidroxilats no varen mostrar la preséncia de composts hidroxilats dins el seu
organisme, encara que si es varen observar nous metabolits no hidroxilats i que no es troben
presents en la resta de tractaments. Aquests composts podrien estar implicats en el major
efecte a nivell cognitiu i menor toxicitat d’aquests acids grassos hidroxilats respecte als no
hidroxilats. En les espécies Salvia nilotica y Salvia viscosa s’observa la preséncia d’acids
grassos hidroxilats, 2-hidroxioleic, 2-hidroxilinoleic i 2-hidroxi-a-linolénic. No obstant, altres
especies estudiades del mateix génere (S. officinalis, S. verbenaca) no mostren acids grassos
hidroxilats dins el seu perfil lipidic. La preséncia en la natura d’aquests acids grassos
hidroxilats amb potencial terapéutic pot ser emprada pel tractament de diferents malalties
mitjangant la regulacié de la composicié lipidica de les membranes.

RESUMEN

Los acidos grasos, y en particular los acidos grasos hidroxilados, tienen la capacidad de
modificar la composicién lipidica de las membranas celulares, afectando a las vias de
sefializacion celular y a la expresién génica, pudiendo revertir el estado patoldgico de la
célula. La metilacién y trimetilsilanizacion de dacidos grasos seguida de un andlisis por
cromatografia de gases permite distinguir los acidos grasos hidroxilados del resto y su
posterior cuantificaciéon. La cepa F1 33771 de Drosophila melanogaster, un modelo de mosca
para el estudio de la enfermedad de Alzheimer, se tratd con acidos grasos poliinsaturados
hidroxilados y no hidroxilados usados previamente en estudios de antineurodegeneracion. El
posterior analisis por cromatografia de gases mostré cambios a nivel lipidico tras 20 dias de
tratamiento y que podrian reflejar el efecto antineurodegenerativo de los compuestos
usados. Las moscas tratadas con acidos grasos hidroxilados no mostraron la presencia de
compuestos hidroxilados dentro de su organismo, aunque si se observaron nuevos
metabolitos no hidroxilados y que no estan presentes en el resto de tratamientos. Estos
compuestos podrian estar implicados en el mayor efecto a nivel cognitivo y menor toxicidad
de estos acidos grasos hidroxilados con respecto a los no hidroxilados. En las especies Salvia
nilotica y Salvia viscosa se observa la presencia de 4acidos grasos hidroxilados, 2-
hidroxioleico, 2-hidroxilinoleico y 2-hidroxi-a-linolénico. Sin embargo, otras especies
estudiadas del mismo género (S. officinalis, S. verbenaca) no muestran acidos grasos
hidroxilados dentro de su perfil lipidico. La presencia en la naturaleza de estos acidos grasos
hidroxilados con potencial terapéutico puede ser utilizada para el tratamiento de distintas

enfermedades mediante la regulacion de la composicion lipidica de las membranas.
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INTRODUCCION

La cromatografia de gases se desarrolld por primera vez en los afios 50. Inicialmente fue
utilizada para estudiar compuestos voldtiles que no se descompusieran al calentarse,
aungue actualmente se ha ampliado su uso a polimeros que pueden dan lugar a monémeros
volatiles [1].

En este tipo de cromatografias, la fase mévil es un gas inerte (nitrégeno, helio, hidrégeno,
argon) y la fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido. Asi, podemos distinguir los dos
tipos principales de cromatografias de gases.

e Cromatografia de gas-solido o cromatografia de adsorcidn, que se limita al estudio de
moléculas polares.

e Cromatografia de gas-liquido o cromatografia de particion. Es la forma mas utilizada y
en ella, la fase estacionaria liquida no debe ser volatil a las temperaturas usadas
durante el analisis y debe tener propiedades similares a las de las muestras.

Las moléculas mas volatiles presentan una mayor afinidad por la fase movil, con la que
establecen interacciones mas fuertemente y, por tanto, migran mas rapidamente. [2]

La cromatografia de gases presenta una alta resolucién en la separacién de compuestos
organicos, como los acidos grasos; aunque la principal limitacién de esta técnica es que los
solutos deben ser estables a la temperatura requerida para su volatilizacién. Por tanto, la
temperatura es uno de los factores mas importantes durante la separacion [1].

Los acidos grasos (FA) son acidos carboxilicos hidrocarbonados. Normalmente, presentan un
numero par de atomos de carbono, ya que se sintetizan a partir de moléculas de dos
carbonos. En plantas y animales superiores predominan los FA de 16 y 18 atomos de
carbono y mas de la mitad presentan insaturaciones. En la naturaleza, se encuentran
esterificados formando parte de la estructura de lipidos complejos, como triglicéridos,
glicerolipidos o esfingolipidos [3].

Algunos FA pueden contener un grupo hidroxilo en su cadena hidrocarbonada,
generalmente en el segundo carbono a partir del grupo carboxilo, formando los 2-
hidroxidcidos grasos (20HFA) [4,5]. Son moléculas dificiles de diferenciar de los acidos grasos
no hidroxilados; sin embargo, la puesta a punto de un protocolo especifico de derivatizacion
de su grupo hidroxilo mediante la trimetilsilanizacion permite su deteccion y cuantificacion

por cromatografia de gases.



Tanto los 20HFA como los FA naturales promueven la reorganizacion de dominios lipidicos
de las membranas afectando a los eventos de sefalizacion celular. Cambios en las
propiedades fisico-quimicas de las membranas, como la presidn lateral y la fluidez de la
membrana, regulan la localizacion y actividad de proteinas de seializacién, lo que puede
llevar en ultima instancia a la modulacién de la expresién génica [6]. Asi, la regulacién
adecuada de la composicidn lipidica de las membranas puede revertir el estado patoldgico
de la célula [7] y en este sentido, los 20HFA presentan un potencial terapéutico superior al
de sus correspondientes FA no hidroxilados.

Algunos 20HFA han sido propuestos para el tratamiento de distintas enfermedades; como el
cancer, la inflamacidn, el Alzheimer, la obesidad, la diabetes y lesiones de la médula espinal.
El acido 2-hidroxioleico (20HOA) se esta estudiando en el tratamiento de lesiones de la
médula espinal, hipertensidn, diabetes y obesidad [6]. Se ha demostrado que es capaz de
reducir la presidn sanguinea en ratas hipertensas mediante la modulacion de la composicién
lipidica y las propiedades de las membranas [8]. Ademads, también se esta estudiando para el
tratamiento de gliomas y tumores sélidos en ensayos clinicos de fase I/Il (cddigo
NCT01792310) [9]. El 4cido 2-hidroxiaraquiddnico (20HARA) se ha demostrado su eficiencia
como anti-inflamatorio no esteroideo, al inhibir la actividad de COX1 y COX2, reduciendo la
sintesis de mediadores pro-inflamatorios. Ademas, tiene la capacidad de disminuir los
niveles de TNFa [10].

Finalmente, el acido 2-hidroxidocosahexaendico (20HDHA) se presenta como un potente
candidato para revertir las deficiencias cognitivas asociadas a procesos neurodegenerativos,
como la enfermedad de Alzheimer [6]. El DHA es el acido graso poliinsaturado (PUFA)
omega-3 mas abundante del cerebro y estd implicado en el desarrollo, neuroproteccion y
funciones sindpticas y cognitivas [7,11]. Ademas, se ha relacionado con la neurogénesis. El
20HDHA, al ser un derivado hidroxilado del DHA, puede actuar a través de las mismas vias;
por lo que podria ejercer sus efectos sobre las mismas funciones al igual que otros derivados
naturales del DHA, como la neuroprotectina D1 (NPD1). El tratamiento con 20HDHA y DHA
produce un aumento de la neurogénesis, la cual estd disminuida en ratones transgénicos
modelos de Alzheimer (ratones 5XFAD) [11]. Ademds, presenta una capacidad
neuroprotectora y anti-apoptdtica que promueve la supervivencia celular ayudando al
mantenimiento del hipocampo [7,11]. Por otro lado, el 20HDHA puede modular la

composicion lipidica de las membranas cerebrales incrementando la presencia de PUFAs de
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cadena larga en la fosfatidiletanolamina. También se ha asociado a una disminucién de los
péptidos B-amiloides y de la hiperfosforilacién de Tau en ratones 5XFAD [7].

La observacién de los efectos positivos de algunos 20HFA frente a diversas enfermedades,
en particular en el campo de la neuroproteccidn, propicié que surgiera un interés en evaluar
de forma rapida y sencilla su toxicidad y su capacidad de revertir procesos
neurodegenerativos. En este sentido, la mosca Drosophila melanogaster es una herramienta
ideal debido a su corto ciclo bioldgico. En concreto, la cepa F1 33771 de Drosophila
melanogaster, un modelo para la enfermedad de Alzheimer, se usd para testar tanto la
toxicidad como la recuperaciéon de capacidades cognitivas de los tratamientos con acido
araquidéonico (ARA, 20:4n-6), 4&cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), 4cido
docosahexaendico (DHA, 22:6n-3) vy sus respectivos derivados 2-hidroxilados (20HARA,
20HEPA, 20HDHA, respectivamente).

En la Tabla 1 se muestran los datos de supervivencia de las moscas sometidas a los
tratamientos antes mencionados. Los valores de supervivencia se expresan en el niumero de
dias trascurridos desde la transformacion en mosca adulta y hasta que el numero de las
mismas desciende al 50%. Este valor es de 14.5 dias para las moscas no tratadas y aumenta
en cualquiera de los tratamiento. En términos generales, la concentracién de 100 pug/mL es
donde se alcanzan los mayores valores de supervivencia; sin embargo, este valor disminuye
en la concentracion de 250 pg/mL hasta casi igualar los valores del grupo no tratado. Por
otro lado, todos los tratamientos con 20HFA provocan que las moscas vivan mas tiempo en

comparacion con los analogos no hidroxilados.
Tabla 1. Evaluacion de la toxicidad de diversos acidos grasos hidroxilados y no
hidroxilados a distintas concentraciones en cepas F1 33771 de Drosophila
melanogaster. Los datos representan el nimero de dias trascurridos desde el inicio

del estadio adulto hasta que sobreviven el 50% de los individuos.

Tratamiento Concentracion (ug/mL)

0 1 3 10 30 100 250
ARA 14,5 14,6 14,7 15 16,2 16,1 14,8
20H-ARA 14,5 14,6 14,8 15,3 17,6 16,5 15
EPA 14,5 14,6 14,7 14,9 16,4 16,6 14,7
20H-EPA 14,5 14,7 14,8 15,3 16,9 17,7 14,9
DHA 14,4 14,4 14,5 14,5 15 15,8 14,5
20H-DHA 14,4 14,5 14,6 14,8 16,6 16,8 14,6




En consonancia con la evaluacién de la toxicidad se llevd a cabo el climbing test para evaluar
el estado cognitivo de las cepas F1 33771 de Drosophila melanogaster tras el tratamiento
con diferentes acidos grasos. En este test se determiné el indice de rendimiento, el cual hace
referencia a la proporcion de moscas de cada grupo que superaban una prueba consistente
en sobrepasar una linea dibujada en un tubo cilindrico puesto en posicidon vertical en un
tiempo dado y partiendo todas desde la base de dicho tubo. Los valores de este indice
disminuyen a medida que pasa el tiempo; sin embargo al comparar la cepa F1 con un grupo
de moscas estandar, se observa que el indice de rendimiento desciende mas rdpidamente en
las cepas F1, hecho que se asocia a un mayor deterioro cognitivo.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del climbing test para cada tratamiento en moscas
de la cepa F1 33771. Los valores representan el nimero de dias trascurridos desde el inicio
del estadio adulto hasta que solo el 50% de las moscas superaron la prueba. En las moscas
tratadas con 20HFA, el deterioro cognitivo se presentdé mas tarde que en el caso de las
moscas tratadas con sus correspondientes acidos grasos no hidroxilados, un resultado que
discurre en paralelo con el de la toxicidad. Por tanto, a la vista de estos datos, los 20HFA
analizados presentan un potencial terapéutico superior al de los dacidos grasos no
hidroxilados, tal y como se ha mencionado anteriormente [6]. Ademas, igual que en el caso
de la toxicidad, todos los tratamientos presentan una mayor eficacia en la concentracién de

100 pg/mL.
Tabla 2. Climbing test en la cepa F1 33771 de Drosophila melanogaster tratadas
con diferentes concentraciones de distintos acidos grasos 2-hidroxilados y sus
andlogos no hidroxilados. Los datos representan el tiempo (dias) en que solo el 50%

de las moscas superaron el test.

Tratamiento Concentracion (ug/mL)

0 1 3 10 30 100 250
ARA 17,7 17,8 17,9 18 20,4 20,1 17,8
20H-ARA 17,7 17,9 18 18,6 21,7 22,4 17,9
EPA 17,7 17,8 17,9 18 19,4 20,5 17,6
20H-EPA 17,7 17,8 18 19,1 21,8 22,4 17,8
DHA 17,6 17,7 17,9 18,8 20,1 20,3 17,8
20H-DHA 17,6 17,8 18 19,2 23,9 22,3 17,9

Estos resultados, obtenidos en estudios anteriores, han suscitado un gran interés por
encontrar derivados hidroxilados de acidos grasos en muestras bioldgicas, tanto animales

como vegetales, ya que podrian por un lado sustituir a sus andlogos sintéticos utilizados
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hasta ahora y por otro, podrian ayudar a elucidar el mecanismo de accién de estos
compuestos. En animales superiores podemos encontrar el acido cerebrénico (2-hidroxi
C24:0) y el acido hidroxinervonico (2-hidroxi C24:1) [4,5], localizados en el sistema nervioso
como componentes de las esfingomielinas y que estan relacionados con enfermedades
neurodegenerativas causadas por la destruccion de las vainas de mielina [12]. Ademas, los
derivados hidroxilados del DHA también pueden encontrarse en resolvinas [13]. En muestras
vegetales se ha detectado la presencia del acido 10-hidroxi-2-decenoico [14], acido 2-
hidroxi-tetracosanoico [15] y acido ricinoleico (12-hidroxi C18:1) en el aceite de ricino [5]. El
acido 2-hidroxi-tetracosanoico forma parte del perfil lipidico obtenido a partir de extractos
de las raices de Boerhaavia paniculata, las cuales presentan actividad anti-inflamatoria [15].
Los aceites de semillas de Thymus vulgaris estan enriquecidos en acido 2-hidroxilinolénico
(13%) [16] y los de semillas de Salvia nilotica contienen dcido 2-hidroxioleico (0.6%), 2-
hidroxilinoleico (4.2%) y 2-hidroxilinolénico (5.4%) [17].

A pesar de que la hidroxilacién del carbono 2 es la mas comun [4], también se han
identificado dacidos grasos hidroxilados con el grupo hidroxilo en distinta posicién. Un
ejemplo de ello es Xanthomonas sinensis, un patégeno vegetal, en el cual predominan los 3-
hidroxiacidos grasos, como los 4&cidos D-3-hidroxi-9-metil-decanoico, D-3-hidroxi-
dodecanoico y D-3-hidroxi-11-metil-dodecanoico; aunque también contiene pequeiias
cantidades de acidos D-3-hidroxidecanoico y 2-hidroxi-9-metil-decanoido. En otras especies
de Xanthomonas y Myxobateria se han identificado patrones similares [18].

El presente trabajo tiene como objetivos:

1. Estudiar la composicidn de acidos grasos en la cepa modelo de Alzheimer F1 33771
de Drosophila melanogaster que ha sido tratada con 100 pg/mL de acidos grasos no
hidroxilados (ARA, EPA, DHA), 2-hidroxilados (20H-ARA, 20H-EPA, 20H-DHA) o un
compuesto denominado DHAlifort, que estd formado por un 50% de aceite de
pescado enriquecido en acidos grasos omega-3 y 50% de 20HDHA.

2. Detectar la presencia de dacidos grasos 2-hidroxilados en diferentes especies de

Salvia.
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METODOS Y TECNICAS

Materiales
El cloroformo, metanol y hexano eran de Scharlab (Barcelona, Espafia). El cloruro de acetilo,

el N,O-bis(trimetilsilil) acetamida, el acido margérico y los patrones de acidos grasos no
hidroxilados se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). ARA, EPA y DHA eran de BASF
Pharma (Callanish, UK) y todos los derivados 2-hidroxilados de dacidos grasos fueron
proporcionados por Lipopharma Therapeutics, S.L. (Palma, Espafia).

Las semillas de Salvia nilotica y Salvia viscosa, pertenecientes a la familia de las lamidceas
[19,20], se adquirieron de un vendedor particular en Ebay (http://www.ebay.es/). Las
semillas de Salvia officinalis y Salvia verbenaca fueron recolectadas en el campo (Mallorca).
Tratamiento de Drosophila melanogaster con acidos grasos

Las moscas de la cepa F1 33771 se alimentaron con una dieta suplementada con 100 pg/mL
de ARA, EPA, DHA, DHAlifort, 20H-ARA, 20H-EPA y 20H-DHA durante la etapa larvaria y
adulta. Las muestras no tratadas con acidos grasos no recibieron ningun tipo de suplemento
adicional. 20 dias después de la formacién de los adultos, las moscas se congelaron y las
cabezas fueron recogidas y almacenadas a -80°C.

Extraccion lipidica y analisis por cromatografia de gases
Las cabezas de Drosophila melanogaster y las semillas aplastadas de las cuatro especies del

género Salvia (aproximadamente 20 mg por muestra) se incubaron en 3 mL de
cloroformo:metanol (2:1; v:v) durante 48 horas en una atmdsfera inerte de argén a
temperatura ambiente [21]. Una vez las cabezas de las moscas se hubieron hundido al fondo
del vial se homogenizaron a 4°C usando un homogenizador Kinematica Polytron PT3100
(Luzern, Suiza). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1000 xg durante 10 minutos
a 4°C y el sedimento resultante se lavd con 3 mL de cloroformo:metanol (2:1; v:v). A los
sobrenadantes obtenidos, que contienen los lipidos, se les afiadié 0,2 volimenes de NaCl al
0,9%. La solucidén resultante se agité y centrifugd a 1000 xg, 10 minutos a 4°C. La fase
organica se evapord en un tubo previamente pesado, que después se colocd en condiciones
de vacio durante 12 horas para eliminar las trazas de disolvente. La masa de lipido extraido
se calculd por diferencia de pesos entre el tubo con lipido después de la evaporacion vy el
tubo vacio. A la mezcla de lipidos se le afiadié 1 pumol de acido margarico, utilizado como
patron interno para el analisis por cromatografia de gases. Los lipidos se resuspendieron en

166 pL de hexano para disolver los lipidos mas apolares, como los triglicéridos. La
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transmetilacion de los acidos grasos se llevé a cabo mediante la incubacién de los lipidos en
3 mL de metanol:cloruro de acetilo (10:1; v:v) a 100°C, durante 90 minutos, en una
atmdsfera inerte de argdn en tubos pyrex [22]. El metanol actia como donador del grupo
metilo y el cloruro de acetilo proporciona el medio acido necesario para la reaccidon de
transmetilacion.

Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) se extrajeron afiadiendo 3 mL de H,Oy 1 mL
de hexano a la reaccion de transmetilacion. Después de agitar, las muestras se centrifugaron
a 1000 xg, 10 minutos a temperatura ambiente. La fase superior, que contiene los FAMEs, se
recogid y el precipitado se lavé dos veces con 1 mL de hexano. Los sobrenadantes recogidos
se evaporaron bajo un flujo de argén y se resuspendieron en 1 mL de hexano. 500 pL se
retiraron para el andlisis posterior por cromatografia de gases. El volumen restante se
evapord para la segunda derivatizacién, que consiste en la adicidon de un grupo trimetilsilano
(TMS) al grupo hidroxilo libre de los acidos grasos. Esta modificacién quimica mejora la
volatilizacién del compuesto dentro de la cdmara de inyeccidon del cromatdgrafo [23]. La
segunda derivatizacion se realizé afiadiendo el reactivo N,O-bis(trimetilsilil) acetamida (200-
400 pL 0,1-5,0 mg de lipido) y calentando el vial tapado durante 30 minutos a 70°C. A
continuacion, el disolvente se evapord y los lipidos metilados y trimetilsilanizados (FAME-
TMS) se resuspendieron en 500 pL de hexano antes de su anadlisis por cromatografia de gases
(Figura 1).

Los FAMEs y los FAME-TMS se analizaron mediante un sistema de cromatografia de gases
Agilent 7890A, equipado con un detector de ionizaciéon de llama y un auto-inyector 7693
(Santa Clara, CA). La columna capilar Agilent J&W HP-88 (30 m x 0,25 mm x 0,20 um) fue
utilizada con 1,3 mL/min de helio como gas portador y un split ratio de 5:1. La columna fue
equilibrada a 130°C durante 5 minutos, la temperatura fue incrementando hasta 160°C a una
velocidad de 2,5°C/min y luego, a 220°C a una velocidad de 2°C/min. Finalmente, la columna
se mantuvo a 220°C durante 5 minutos. La temperatura del inyector y del detector se fijo a
250°C durante toda la medida. Las areas de los picos que aparecen en los cromatogramas se
cuantificaron usando el estandar interno, acido margarico, y corregidas con el peso
calculado del lipido extraido. La identificacién de los picos se llevd a cabo utilizando

estandares de acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados.
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Figura 1. Esquema del protocolo de la extraccion lipidica realizada tanto en las muestras de Drosophila

melanogaster tratadas con distintos acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados y en las semillas del género

Salvia.

Analisis estadistico

Las diferencias significativas entre parejas de datos se determiné mediante el test de la t de

Student con un nivel de significacion de 95% de confianza (p < 0.05).
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RESULTADOS

Deteccidon de DHA en los distintos estadios de Drosophila melanogaster

Con el objetivo de poner a punto un protocolo de deteccién de acidos grasos en Drosophila
melanogaster se realizd un estudio piloto tratando a las moscas con 0 y 100 ug/mL DHA
desde el estadio larvario y hasta el vigésimo dia del estadio adulto. Posteriormente se
analizaron los acidos grasos de las moscas en todos sus estadios (larva, pupa, cuerpo entero
adulto y cabezas de individuos adultos) mediante cromatografia de gases (Figura 2). En las
muestras de moscas no tratadas se observé una ausencia de DHA tal y como era de esperar,
ya que este PUFA no forma parte de la composicion lipidica natural de Drosophila
melanogaster [24,25]. En cambio, la presencia de DHA fue detectada en todas las muestras
de las moscas tratadas. La menor concentracion de DHA fue hallada en las muestras
obtenidas a partir del cuerpo entero de las moscas adultas, con un valor de 1.01 nmoles/mg
lipido. Por otro lado, las muestras que presentaron una concentracion mayor,
concretamente de 8.1 nmoles/mg lipido, fueron las obtenidas a partir de las cabezas de
moscas adultas. Las larvas y pupas arrojan valores intermedios, de 1.9 y 2.2 nmoles/mg

lipido, respectivamente (Figura 2).
10

DHA (nmol / mg lipid)

Larva Pupa Adulto Adulto
(cuerpo) (cabeza)

Figura 2. Presencia de 4acido docosahexaenoico (DHA) en
diferentes estadios de las cepas F1 33771 de Drosophila
melanogaster. La comida de las moscas se suplementé con 100
pg/mL y tras la recoleccion de las muestras, se extrajeron los
lipidos, se derivatizaron de acuerdo al protocolo descrito y se

analizo la presencia de DHA por cromatografia de gases.
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Deteccidn de acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados en Drosophila melanogaster
Se analizo el perfil lipidico de las cabezas de la cepa F1 33771 de Drosophila melanogaster

tras el tratamiento con 100 pg/mL de los distintos acidos grasos hidroxilados y no
hidroxilados. En el estudio, ademds de analizar la presencia del lipido usado en el
tratamiento, también se estudiaron los niveles de los siguientes dacidos grasos no
hidroxilados: laurico (12:0), miristico (14:0), miristoleico (14:1), palmitico (16:0), palmitoleico
(16:1), estearico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2), oa-linolénico (18:3n-3), araquidico
(20:0), araquiddnico (20:4n-6), eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) y docosahexaendico (DHA,
22:6n-3) (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos de las cabezas de Drosophila melanogaster tratadas con 100 pg/mL de
diferentes acidos grasos hidroxilados y no hidroxilados. Los valores representan la media + EEM de 2-4

muestras diferentes para el mismo tratamiento y expresados como nmol/mg lipido.

FA Control ARA 20HARA EPA 20HEPA DHA DHAlifort 20HDHA
12:0 157.9+35.7 110.5+30.6* 69.6+3.3* 80.4 +13.5* 83.5+3.1* 98.1+7.6* 82.2 +16.2* 120.5 + 27.2*
14:0 668.3+254 515.1+75.7 326.9+1.5% 2745+2.9* 383.9+2.3* 484.6+4.3* 436.7+15.1* 592.1+64.9
14:1n-5 345+3.0 27.6+3.9 15.8+0.1* 17.5+0.8* 20.1+0.2* 24.7+0.6* 20.1+0.7* 30.7+3.7
16:0 704.3+16.2 706.9+21.7 715.1+1.6  555.9+1.4* 660.7+5.8 709.9+1.9 755.9+10.0* 649.5+19.6

16:1n-7 502.2+4.2 507.4+8.2 437.4+0.5* 413.6+2.2* 438.5+4.2* 516.1+0.9 435.7 £7.5* 502.4+3.0

18:0 106.8+1.8 138.9+9.6" 142.6+0.1" 226.3+4.0" 126.7+1.6" 175.8+06" 167.6+165" 156.1+4.6"
18:1n-9 571.5+22.4 653.3+47.1 698.1+0.6" 758.8+6.3" 679.1+5.4" 687.3+31" 695.7+146" 627.8+416"

18:2n-6 542.2+19.8 519.6+47.9 749.7+22" 667.429.6" 508.8+5.8 512.3+3.3 541.1+17.1 428.4 £38.2*

18:3n-3 115.9+9.2 120.3+9.8 1345+21 173.7+01"  885+0.1 1203+2.8  1052+2.1 123.5+3.1
20:0 12.2+0.4 17.1+0.9" 16.6+0.6"  26.28+0.3" 169+83"  16.8+0.2" 16.9 +0.7" 18.0+1.7"
20:4n-6 ND 71.7 +85" ND ND ND ND ND ND
20:5n-3  ND ND ND 115.2 +5.0" ND 426+15"  42.7+25" ND
22:6n-3 ND ND ND ND ND 1.6+0.3" ND ND

ARA, 4cido araquiddnico; 20HARA, 2-hidroxiaraquiddnico; EPA, acido eicosapentaendico; 20HEPA, acido 2-
hidroxieicosapentaendico; DHA, 4cido docosahexaendico; 20HDHA, 4&acido 2-hidroxidocosahexaendico;
DHAlifort, formula enriquecida con acidos grasos omega-3 y 20HDHA; ND, no detectado. (*) Disminucion
estadisticamente significativa comparada con las muestras control (p < 0.05). (¥) Aumento estadisticamente

significativo comparado con las muestras control (p < 0.05).

El tratamiento de las moscas con cualquier componente hidroxilado o no hidroxilado
provoca cambios en el perfil lipidico de Drosophila melanogaster. Las muestras control, no
tratadas, contienen aproximadamente 56% molar de acidos grasos de cadena corta (SCFA)

(12-16 atomos de carbono) y un 36% molar de acidos grasos de cadena larga (LCFA) (> 18
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atomos de carbono). El restante 8% molar corresponde a acidos grasos minoritarios y no
identificados. Las cantidades de SCFA disminuyeron en los tratamientos con ARA, EPA y DHA
proporcionando los valores 51%, 36% y 49% molar respectivamente. La disminucién en las
muestras tratadas con 20HFA fue similar: 42%, 42%, 51% y 46% molar para 20HARA,
20HEPA, 20HDHA y DHAlifort, respectivamente. Ademas, el contenido en LCFA aumentd en
todos los tratamientos (Figura 3). Este incremento no se debe Unicamente a la presencia de
los FA utilizados en el tratamiento, sino que se aprecid también un aumento de otras
especies de acidos grasos. Esto implica una regulacion de las vias implicadas en el

catabolismo y/o anabolismo de acidos grasos.

A

2000

1500

1000

500

FA (nmol / mg lipid)

Figura 3. Perfil lipidico de las cabezas de Drosophila

melanogaster tras ser alimentadas con (A) ARA y 20HARA;

2000 (B) EPA y 20HEPA; (C) DHA, DHAlifort y 20HDHA. En todos

1500 4 los casos, las muestras de moscas no tratadas con ningun

1000 suplemento alimenticio se muestran en las barras negras;

los suplementos de acidos grasos no hidroxilados con

FA (nmol / mg lipid)

500
barras grises; los hidroxilados con barras blancas y en el

caso del DHAlifort con barras rayadas. Un conjunto de

2000 -4 aproximadamente 20 picos minoritarios presentes en todos

1500 los extractos lipidicos se agruparon bajo la denominacion

“miscellaneo” (Misc.) para facilitar la compresion. Los datos
1000

son valores medios + EEM de 2-4 experimentos
500

FA (nmol / mg lipid)

independientes. (*) Indica diferencias estadisticas

m significativas (valor p < 0.05) comparado con las muestras

A
qp

&

ES no tratadas (control).

Las muestras control carecen de PUFAs de 20 y 22 adtomos de carbono, de acuerdo a lo
descrito en la literatura [24,25]. Sin embargo, el tratamiento con ARA, EPA y DHA induce la
aparicidn de estos compuestos en el perfil lipidico de las moscas. Por tanto, los FAs utilizados

en el tratamiento son absorbidos e incorporados en los tejidos. En las muestras tratadas con
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DHA se puede detectar la presencia de DHA (22:6n-3) y EPA (20:5n-3). Curiosamente, la
concentracién de EPA (42.6 * 1.5 nmoles/mg lipido) es superior a la de DHA (1.6 + 0.3
nmoles/mg lipido) (Tabla 3), lo que sugiere una rdpida conversidon de 22:6n-3 en 20:5n-3
[24].

Por otro lado, el tratamiento con 20HFA, tales como 20HARA, 20HEPA y 20HDHA, en una
concentraciéon de 100 pg/mL no induce la presencia de estos compuestos hidroxilados en las
cabezas de las moscas tratadas, lo que sugiere que Drosophila melanogaster no tiene la
capacidad de asimilarlos como tal en su organismo, pero si posee los enzimas necesarios
para su metabolizacidon. Prueba de ello es la presencia de metabolitos que no estan
presentes en las moscas no tratadas o tratadas con acidos grasos no hidroxilados (Figura 4).
Estos nuevos metabolitos corresponden a compuestos no hidroxilados, ya que sus picos
cromatograficos muestran el mismo tiempo de retencidn en las muestras que presenta unay
dos derivatizaciones. La segunda derivatizacién permite distinguir los compuestos
hidroxilados porque la adicién del grupo TMS uUnicamente se produce en los grupos
hidroxilos libres y por tanto el compuesto presenta un tiempo de retencién diferente. Asi
pues, los 20HFAs utilizados en los tratamientos son metabolizados y transformados en
compuestos no hidroxilados.

El DHAlifort, utilizado como tratamiento para la cepa F1 de Drosophila melanogaster, esta
compuesto por una mezcla de 20H-DHA vy aceite de pescado enriquecido con PUFAs omega-
3 (1:1, v:v). En este caso, los cromatogramas tampoco mostraron un pico con el mismo
tiempo de retencion que el estandar 20H-DHA; aunque se observé la presencia de los picos
gue corresponden a los metabolitos detectados en las muestras tratadas con 20H-EPA y
20H-DHA (Figura 4). Ademas, aparece el EPA en una concentracién de 42.7 + 2.5 nmoles/mg

lipido debido a la presencia de EPA y DHA en el extracto lipidico (Tabla 3).
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Presencia de acidos grasos hidroxilados en distintas especies de Salvia

Los cromatogramas obtenidos tras el analisis lipidico de semillas de Salvia nildtica y Salvia
viscosa mostraron la presencia de acidos grasos hidroxilados. La determinacién de estos
picos fue posible gracias al protocolo de derivatizacion utilizado, ya que en las muestras con
una sola derivatizacién los picos hidroxilados presentan un tiempo de retencién mas tardio
gue en las muestras sometidas a las dos derivatizaciones. Esto es debido a que la adicion del
grupo TMS al hidroxilo favorece la volatilizacién de los compuestos hidroxilados [23]. Los
estandares utilizados permitieron la identificacion de estos acidos grasos hidroxilados como
2-hidroxioleico (20HOA, 20H-18:1n-9), 2-hidroxilinoleico (20HLA, 20H-18:2n-6) y 2-hidroxi-
a-linolénico (20HaLNA, 20H-18:3n-3) (Figura 5A). También se analizé la presencia de estos
acidos grasos hidroxilados en las especies Salvia officinalis y Salvia verbenaca, pero en este

caso no se observaron picos hidroxilados (Figura 5B).
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos por cromatografia de gases de extractos lipidicos de plantas del género
Salvia. (A) Analisis cromatografico de acidos grasos de Salvia viscosa sometidos a una metilacion (azul) o a una
metilacion seguida de una trimetilsilanizacién (rojo). Se observan tres picos pertenecientes a acidos grasos
hidroxilados identificados como 2-hidroxioleico (20H-C18:1n-9), 2-hidroxilinoleico (20H-C18:2n-6) y 2-hidroxi-
a-linolénico (20H-C18:3n-3). Estos picos presentan un tiempo de retencion diferente dependiendo de la
derivatizacidn a la que haya sido sometida la muestra, mientras que el resto de picos cromatograficos no varian
su tiempo de retencion independientemente de si han sido sometidos a la reaccién de trimetilsilanizacion. (B)
Cromatograma de un extracto lipidico de semillas del género Salvia donde se muestran identificados con una
fecha los picos pertenecientes al derivado metilado de 2-hidroxioleico, 2-hidroxilinoleico y 2-hidroxi-a-
linolénico, presentes en S. viscosa (azul), S. nilotica (rojo). Estos picos no estdn presentes en muestras de S.

officinalis (verde) y S. verbenaca (rosa).

Al estudiar la composicidn lipidica de las semillas de Salvia nilotica y Salvia viscosa también
se detectaron y analizaron los acidos grasos palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n-7),
estearico (18:0), oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) y a-linolénico (18:3n-3), ademas de los
20HFAs ya mencionados (Tabla 4). Las dos especies presentaron un perfil lipidico similar en
cuanto a los acidos grasos no hidroxilados, entre los que predominan 18:2n-6 y 18:3n-3
representando el 35.8 y 32.7% molar en el caso de S. nilotica y 34.2 y 35.2% molar en S.

viscosa, respectivamente. Esta similitud no se conserva en el caso de los 20HFAs, puesto que
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en S. nilotica estos presentan una concentracion superior que en S. viscosa. En S. nilotica los

acidos 20HOA, 20HLA y 20HaLNA presentan una concentracion de 0.4 +0.04,4.7 £+ 0.5y 7.1

1 0.7 % molar, respectivamente. Estos valores se correlacionan con los hallazgos obtenidos

en 1975, donde las cantidades detectadas de 20HOA, 20HLA y 20HLNA fueron 0.6, 4.2 y

5.4% molar, respectivamente [17]. Sin embargo, la concentracion de estos acidos grasos se

vio reducida en S. viscosa, mostrando valores de 0.08 £ 0.01% molar para 20HOA, 0.9 £

0.08% molar para 20HLAy 1.77 £ 0.2% molar para 20HaLNA.

Tabla 4. Composicién de acidos grasos de Salvia nilotica y Salvia viscosa. Los extractos
lipidicos de semillas de ambas plantas se derivatizaron y se analizaron mediante
cromatografia de gases. Los datos se expresan en % molar y nmol/mg lipido. El grupo

miscelaneo corresponde a una serie de picos minoritarios no identificados.

FA % molar nmol/mg lipido

S. nilotica S. viscosa S. nilotica S. viscosa
16:0 9.5+0.2 9.2+0.03 324.8+8.3 317.9+1.05
16:1n-7 0.05+0.01 0.08 £0.01 1.9+0.04 2.7+0.04
18:0 3.2+0.06 2.5+0.01 1203 +2.7 95.8 + 0.05
18:1n-9 6.3+0.2 13.75 £ 0.02 237.2+6.4 522.2+0.8
18:2n-6 35.8+0.9 34.2+0.1 1343.7 +35.0 1288.6 +5.0
18:3n-3 32.7+0.9 35.2+0.02 1220.9 +35.7 1315.9+0.9
20H-18:1n-9 0.4+0.04 0.08 £ 0.01 16.1+0.17 3.2+0.3
20H-18:2n-6 4.7+0.5 0.9+0.08 185.0 £ 19.0 34.8+3.6
20H-18:3n-3 7.1+0.7 1.77+0.2 278.1+28.1 70.2+6.9
Miscelaneo 2.7+0.01 2.8+0.3 106.7 £ 0.04 110.4+10.3
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DISCUSION

En el tratamiento de las moscas con DHA, la mayor concentracidn de este compuesto se
hallé en la cabeza de las moscas en el estadio adulto en comparacién con las larvas, las
pupas y el cuerpo entero adulto. Esto hizo pensar en que las cabezas de las moscas podrian
ser la parte del insecto que permitiria detectar la mayor cantidad de &cidos grasos utilizados
en este y el resto de tratamientos. El DHA (22:6n-3) se trata de un PUFAs de cadena larga,
por lo que su deteccidn se debe Unicamente a la absorcién e incorporacién del compuesto
en el organismo de las moscas; ya que el perfil lipidico de Drosophila melanogaster consta
de acidos grasos simples mayoritariamente de cadena corta y carece de PUFAs de 20 y 22
atomos de carbono [24,25].

Los diferentes acidos grasos poliinsaturados, tanto hidroxilados como no hidroxilados,
utilizados para el tratamiento de la cepa F1 33771 de Drosophila melanogaster provocaron
cambios en el perfil lipidico de las moscas (Tabla 3, Figura 3). En todos los tratamientos, se
observd una disminucién de los acidos grasos de cadena corta y un aumento de los acidos
grasos de cadena larga. Sin embargo, este aumento no se explica Unicamente por la
presencia de los compuestos del tratamiento (ARA, EPA o DHA) en el organismo de los
insectos, si no que se da una sintesis de otros lipiods. En las moscas alimentadas con acidos
grasos no hidroxilados (ARA, EPA y DHA) se pudieron observar los picos correspondientes a
estos compuestos tras el analisis mediante cromatografia de gases. Curiosamente, en el
tratamiento con DHA (22:6n-3) también se observd un pico de EPA (20:5n-3). Los niveles de
20:5n-3 y 22:6n-3 fueron 42.6 + 1.5 y 1.6 + 0.3 nmoles/mg lipidos, respectivamente, lo que
sugiere que aproximadamente el 95% de 22:6n-3 fue convertido en 20:5n-3. Esta rapida
metabolizacién de DHA en EPA se correlaciona con los estudios publicados previamente,
donde se describe una conversién de DHA en EPA de aproximadamente el 85% [24]. En
mamiferos, los dcidos grasos omega-3, como el 20:5n-3 y el 22:6n-3, son sintetizados por la
misma via mediante la elongacién y desaturacién del acido a-linolénico. Unas reacciones
catalizadas por elongasas y desaturasas, respectivamente. En cambio, los PUFAs omega-6,
como el 20:4n-6 (ARA), son sintetizados a partir del acidos linoleico (Figura 6) [26]. En la
secuenciacion del genoma de Drosophila melanogaster no se han hallado los genes que
codifican para los enzimas implicados en la sintesis de PUFAs de 20C y 22C [24], pero sin

embargo, en base a los datos mostrados, si presenta la maquinaria enzimatica requerida
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para la conversién de DHA (22:6n-3) en EPA (20:5n-3). Ademas, la presencia de otros acidos
grasos de cadena mas corta sugiere que Drosophila melanogaster también es capaz de
metabolizar el ARA y EPA; sin embargo este sistema de degradacidon requiere mas

investigacion.

Omega-3 fatty acids Omega-6 fatty acids

a-LNA LA
18:3 A\ c 91215 18:2Ac %12
l Desaturase l
Stearidonic acid v-LNA
18:4/\ ¢ 691215 18:3/\ ¢ 6912
Elongase
Eicosatetraenoic acid Dihomo-y-LNA
20:4Ac 31417 20:3A 3114
Desaturase l
EPA ARA
20:5A\c 5811417 20:4 A\ c 58114
l Elongase l
Docosapentaenoic acid Eicosatetraenoic acid
22:5A ¢ T1013,1619 22:4/\ ¢ 013,16
l Elongase
Tetracosapentaenoic acid Tetracosatetraenoic acid
24:5/\ ¢ $12.151821 24:4/\ ¢ 912151821
Desaturase
Tetracosahexaenoic acid Tetracosapentaenoic acid
24:6/\ ¢ 69-12.151821 24:5/\ ¢ 69-12.1518
p-oxidation
DHA Docosapentaenoic acid
22:6/\ ¢ $710,13,16,19 272:5/\ ¢ $7:10,13,16

Figura 6. Sintesis de los acidos grasos omega-3 y omega-6 en
mamiferos. Los distintos acidos grasos omega-3 y omega-6 son
sintetizados mediante la elongacion y desaturacidon de los acidos
grasos esenciales o-linolénico vy linoleico, respectivamente. Las
reacciones de elongacién y desaturacion tienen lugar en el reticulo
endoplasmatico. La reaccién final, que concluye con la sintesis del
DHA omega-3 y del acido docosapentaenoico omega-6, tiene lugar en
los peroxisomas. Tomada de Ibarguren et al. 2014. BBA-

Biomembranes.

Por otro lado, los 20HFAs utilizados en el tratamiento de las moscas no fueron detectados
en los cromatogramas, ni tampoco sus correspondientes acidos grasos no hidroxilados; sin
embargo, aparecid un grupo de picos cromatograficos no hidroxilados que no estaban
presentes en las muestras no tratadas ni en las tratadas con acidos grasos no hidroxilados.

Esto sugiere que los 20HFAs fueron absorbidos e incorporados en el organismo de las
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moscas y fueron transformados rapidamente en otros metabolitos. La ausencia de
compuestos hidroxilados tras el tratamiento con 20HFAs pone de manifiesto la capacidad de
las moscas para llevar a cabo la eliminacién del grupo hidroxilo de estos compuestos. Sin
embargo, la ausencia de sus analogos no hidroxilados (ARA, EPA y DHA) sugiere que o bien
(i) la eliminacién del grupo hidroxilo se realiza por vias que no implican la sintesis de ARA,
EPA o DHA, o bien que (ii) la ruta de degradacion de ARA, EPA o DHA esta muy activa. El uso
del compuesto denominado DHAlifort, una mezcla de 20HDHA vy acidos grasos
poliinsaturados omega-3, muestra la presencia de EPA en el organismo de la mosca, lo que
sugiere que la degradacion de 20HDHA se hace por una ruta independiente que no implica
la sintesis de sus respectivos analogos hidroxilados. Los acidos grasos que se generan por la
metabolizacidon de los compuestos hidroxilados representan cerca del 4% molar y se ha
propuesto que pueden estar implicados en los efectos diferenciales producidos por los
20HFAs en comparacion con los FAs no hidroxilados utilizados en este estudio.

El hecho que los 20H-FAs incrementen la supervivencia de las moscas y mejoren los
resultados del climbing test, sugiere que los diferentes 20HFAs analizados, o sus derivados
metabdlicos, pueden estar implicados en la restauracion de las habilidades cognitivas y la
supervivencia de los insectos. Ademas, la deteccidon de estos compuestos tras analizar el
perfil lipidico de las moscas proporciona una evidencia de estos efectos. Por tanto, el estudio
de estos derivados lipidicos puede ser util para el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos, como el Alzheimer o el Parkinson [6,7,11].

Los datos de cromatografia de gases indican la presencia de unos picos correspondientes a
los los acidos 2-hidroxioleico, 2-hidroxilinoleico y 2-hidroxi-a-linolénico en semillas de Salvia
nilotica y S. viscosa, pero no S. officinalis y S. verbenaca. Las cantidades de estos acidos
grasos hidroxilados en S. nilotica corresponden con las descritas en la literatura, aunque un
analisis por espectrometria de masas confirmaria definitivamente su presencia. En lo que
respecta a S. viscosa, es la primera vez que se describe la presencia de estos acidos grasos en
esta planta. Este resultado adquiere relevancia ya que la presencia del acido 2-hidroxioleico,
una molécula con caracter antitumoral, solo se habia descrito anteriormente en S. nilotica.
La extraccién de compuestos hidroxilados a partir de estas plantas, o su absorcién a partir
de la ingesta de ellas, podria ser utilizada para el tratamiento de tumores, diabetes,

obesidad, hipertensién y lesiones de la médula espinal.
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Curiosamente, el término Salvia proviene del latin salvus, que significa “salud”, o salveo, que
significa “curar”. Esta designacién hace referencia a las virtudes medicinales de estas plantas
[20]. Concretamente, la especie Salvia nilotica, la cual es originaria de Etiopia (Africa
oriental) [27], presenta capacidades curativas frente al MICHI, una enfermedad
caracterizada por fiebre, dolor de cabeza y llagas en los labios [19]. Esta caracteristica sirvid
de precedente a la hora de buscar 20HFAs en la naturaleza debido a los numerosos efectos
beneficiosos que estos presentan en el tratamiento de enfermedades.

En estudios futuros sera interesante elucidar las vias de degradaciéon de los acidos grasos
hidroxilados, asi como los metabolitos resultantes para poder determinar cual es la funcién
gue ejercen en las membranas bioldgicas y las vias de sefializacién en las que participan.
Estos conocimientos permitirian conocer en mayor profundidad el mecanismo de accién de
estos acidos grasos modificados a la hora de utilizarlos en el tratamiento de las distintas

enfermedades.
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CONCLUSIONES

El modelo de Alzheimer de Drosophila melanogaster F1 33771 es capaz de asimilar
los distintos acidos grasos hidroxilados (20HARA, 20HEPA, 20HDHA) y no
hidroxilados (ARA, EPA, DHA) utilizados en el tratamiento, induciendo cambios en su
perfil lipidico. Mientras que los acidos grasos no hidroxilados pueden detectarse en el
organismo de las moscas, los hidroxilados no. En su lugar se detectan una serie de
metabolitos no hidroxilados que podrian estar relacionados con los efectos que
tienen los 20HFAs en la mejora de las capacidades cognitivas y aumento de la
supervivencia de las moscas.

La presencia de 2-hidroxioléico, 2-hidroxilinoléico y 2-hidroxi-o-linolénico en las
especies vegetales Salvia nilotica y Salvia viscosa representan una fuente natural de
acidos grasos hidroxilados que podrian utilizarse en terapias para el tratamiento de

enfermedades en las que se usan estos compuestos.
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