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Resumen

Las enfermedades crdnicas no trasmisibles (ECNT) son enfermedades no infecciosas ni
contagiosas. Constituyen la principal causa de muerte tanto en Uruguay como en el
mundo. Estas incluyen: el cancer, las enfermedades cardiovasculares (ECVs), la
diabetes y las enfermedades respiratorias cronicas. Este trabajo se enfocd
principalmente al estudio de la aterosclerosis, principal factor de riesgo para el
desarrollo de ECVs. La aterosclerosis es una reaccidn inflamatoria crénica de la pared
arterial, en cuyo origen y avance participan desde componentes del sistema inmune,
hasta la dieta ingerida por el individuo.

Los productos de la glicacion avanzada (advanced glycation end products, AGEs), son
un grupo de compuestos grande y heterogéneo, que se originan en la reaccion de
Maillard. Estos compuestos juegan un rol crucial en el desarrollo de ECNT mediante los
siguientes mecanismos: a) el entrecruzamiento de proteinas alterando sus funciones y
propiedades; b) activacién de cascadas de sefalizacién pro-inflamatorias mediante
interaccidon con receptores especificos, o mediante mecanismos no dependientes de
receptores; c) generacion de compuestos oxidantes y pro-inflamatorios.

Los compuestos fitoquimicos son compuestos bioactivos presentes en alimentos de
origen vegetal. Entre éstos se encuentran los compuestos fendlicos, los cuales
presentan una gran actividad antioxidante y antiglicante inhibiendo la formacién de
AGEs, y por ende disminuyendo el estrés oxidativo y las respuestas pro-inflamatorias.
Incluso, se ha visto que algunos de estos compuestos presentan actividad anti-
aterdmica, manteniendo la actividad antioxidante de particulas de lipoproteina de alta
densidad (HDL), al evitar la oxidacion de la enzima paraoxonasa 1 (PON-1) que
contienen en su superficie. Estos compuestos con propiedades bioactivas, pueden ser
utilizados en la formulacion de alimentos funcionales, de forma de prevenir el
desarrollo de ECNT. Por lo tanto, el principal objetivo de este trabajo fue el de obtener
extractos inhibidores de la formacion de los mismos a partir de hierbas medicinales de
uso frecuente en Uruguay (Mentha x piperita L., Baccharis trimera lless. y Peumus
boldus Mol.), asi como evaluar las diferentes vias de formacién de compuestos AGEs
provocados por la dieta. Conjuntamente, se estudié su comportamiento a lo largo del
tracto gastrointestinal, de forma de determinar si la bioactividad se mantiene al
alcanzar el intestino.

Para efectuar este estudio, se realizaron extractos de las hierbas antes mencionadas
utilizando dos solventes: agua destilada a 95°C (3 minutos) y etanol 95% a temperatura
ambiente (24 horas). A su vez, se analizd la eficacia de un método de extraccidon
alternativo (ultrasonido) a diferentes tiempos (1, 2 y 3 horas). Los resultados obtenidos
demostraron en primer lugar, que la aplicacidn de ultrasonido no presenta diferencias
significativas a la hora de extraer compuestos bioactivos, por lo que se seleccionaron
los extractos en agua destilada a 95°C durante 3 minutos y en etanol 95% durante 24
horas. Todos los extractos seleccionados (figura 0), presentaron considerable
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contenido de compuestos fendlicos totales, asi como una gran actividad antioxidante
(frente a radicales ABTS™" o peroxilo), antiglicante y anti-inflamatoria, incluso luego de
haber sido sometidos al proceso de simulacion gastrointestinal. Se sugiere que los
extractos evitan la oxidacion de la PON-1 en presencia de AAPH y SIN-1, manteniendo
asi su actividad arilesterasa. Asimismo, parecen afectar la distribucién de subclases de
particulas de HDL.

En conclusidn, surge de nuestros resultados que los extractos acuosos y etandlicos de
las tres hierbas estudiadas, son muy buenos candidatos como fuente de compuestos
fendlicos con capacidades bioactivas muy interesantes, pudiendo ser utilizados como
ingredientes en alimentos funcionales.
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Figura 0: Resumen de los resultados obtenidos en este trabajo.
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Nuevas alternativas naturales para la prevencién y control de enfermedades crénicas no transmisibles.

1. Introduccidn
1.1 Enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)

Las enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT) son enfermedades no infecciosas o
no transmisibles entre personas. Son el resultado de factores genéticos, fisioldgicos,
ambientales y de comportamiento. Constituyen la principal causa de muerte tanto en
Uruguay como en el mundo (Rosa & Sica, 2013; World Health Organization, 2018).
Entre ellas se encuentran las enfermedades cardiovasculares (ECVs), causantes de la
mayoria de las muertes por estas enfermedades con 17,9 millones de defunciones
cada ano. Le siguen el cancer con 9 millones, las enfermedades respiratorias
responsables de 3,9 millones de defunciones, y la diabetes con 1,6 millones de
defunciones cada afio. En total, estas enfermedades se cobran a nivel mundial
aproximadamente 41 millones de vidas por afo, lo que equivale al 71% de las
defunciones mundiales. Estas afectan principalmente a los paises de ingresos bajos y
medios, donde se registran mas del 75% (32 millones) de las muertes (World Health
Organization, 2018). Son un problema de gran importancia, no solo por el riesgo que
conllevan para la poblacién, sino ademas por los desorbitados costos que generaron
en las dos ultimas décadas (2010-2020) y se espera que los valores lleguen a USS 47
trillones de délares (Bloom et al., 2011).

Los principales factores de riesgo del comportamiento para el desarrollo de ECNT
modificables segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son los siguientes:

* Elconsumo de tabaco

* Ingesta excesiva de cloruro de sodio
* Consumo de alcohol

e Actividad fisica insuficiente

El no corregir dichos factores, puede llevar a problemas metabdlicos serios los cuales
desencadenan el desarrollo de las ECNT, segun la OMS estos incluyen:

* Hipertensién arterial

* Obesidad

* Hiperglucemia (concentraciones elevadas de glucosa en sangre)
* Hiperlipidemia (concentraciones elevadas de lipidos en sangre)

La OMS publicé en 2013 un plan de accion global, apuntando a la reduccién de las
ECNT del 2013 al 2020 (WHO, 2013), en el cual se plantean seis objetivos:

1. Elevar la prioridad en la prevencion y el control de ECNT en agendas mundiales,
a través de la cooperacion internacional.
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2. Fortalecer la capacidad nacional y las alianzas para acelerar la respuesta del
pais en la prevencidn y control de ECNT.

3. Reducir los factores de riesgo modificables para prevenir la aparicion de ECNT y
los determinantes sociales subyacentes a través de la creacién de entornos
promotores de la salud.

4. Fortalecer y orientar los sistemas de salud para abordar la prevencion y control
de ECNT y determinantes sociales subyacentes a través de la atencidn primaria
centrada en la gente y la cobertura universal de salud.

5. Promover y apoyar la capacidad nacional de investigacion y desarrollo de alta
calidad para la prevencion y control de ECNT.

6. Monitorear las tendencias y determinantes de las ECNT y evaluar el progreso
en su prevencion y control.

Segln estudios epidemioldgicos, el principal factor de riesgo en el desarrollo de
enfermedades crénicas no transmisibles es la obesidad, y se ha constatado un
aumento alarmante a nivel mundial de la misma (Abelson & Kennedy, 2004; Haslam &
James, 2005). Como se menciond anteriormente, dentro de las ECNT las ECVs son la
mayor causa de muerte a nivel mundial (Clennin et al., 2015). En Uruguay constituyen
la primera causa de mortalidad, significando el 28,1% de las muertes en el afio 2012
(Ministerio de Desarrollo Social, 2015). Dado estos alarmantes datos, este trabajo se
enfocd principalmente al estudio de la aterosclerosis, principal factor de riesgo para el
desarrollo de ECVs (Nakano et al., 2013).

1.1.1 Enfermedades cardiovasculares (ECVs)

Segun la OMS, las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son un grupo de desérdenes
del corazén y de los vasos sanguineos, entre los que se incluyen:

* Cardiopatias coronarias: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el

musculo cardiaco.
* Enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos sanguineos que

irrigan el cerebro.
* Arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los

miembros superiores e inferiores.
* Cardiopatias reumaticas: se desarrollan como resultado de la fiebre reumatica

(una infeccion de garganta mal tratada provocada por estreptococos), que
culmina en dafio severo de musculo cardiaco y las vdlvulas cardiacas en
personas susceptibles genéticamente (Teker et al., 2018).

* Cardiopatias congénitas: malformaciones del corazén presentes desde el

nacimiento.
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* Trombosis venosas profundas y embolias pulmonares: codgulos de sangre

(trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y
alojarse en los vasos del corazén y los pulmones.

Desde el afio 1950 se tiene conocimiento que la dieta tiene una clara relacién en el
desarrollo de ECVs (especialmente aterosclerosis). En aquella época, se consideraba
gue el mayor riesgo se originaba al consumir grandes cantidades de colesterol (Keys,
1950). Afios después se planted que el consumo de grasas saturadas en la dieta
aumenta el colesterol libre en plasma y por ende el desarrollo de aterosclerosis (y
posteriores ECVs), mientras que el consumo de grasas insaturadas provoca el efecto
contrario (Hegsted, 2000). Un reciente comunicado emitido por la American Heart
Association (AHA) recomienda sustituir las dcidos grasos saturados por insaturados en
la dieta diaria (Sacks et al., 2017). El estudio realizado por Mori, 2017 plantea que los
acidos grasos insaturados omega 3 y 6 de origen marino, presentan un gran efecto
cardio-protector, por lo que el consumo de pescado en la dieta conlleva a menores
riesgos de sufrir fallas cardiacas. A su vez, se ha constatado que la reduccion del
consumo de sal de mesa puede llevar a una disminucion en la presidn arterial, lo que
lleva a una mejor salud cardiovascular (Taylor et al., 2011).

Actualmente se ha demostrado, que no solo el consumo elevado de grasas saturadas
puede llevar al desarrollo de ECVs, sino también el exagerado consumo de glucosa y
fructosa en forma de sacarosa y jarabe de maiz de alta fructosa, presentes en bebidas
azucaradas y demas alimentos procesados tiene una muy estrecha relacion (Malik &
Hu, 2015). La AHA también se ha pronunciado ante este hecho y recomienda una
ingesta de azlcares agregados no mayor a 150 kcal/dia para hombres y 100 kcal/dia
para mujeres (Johnson et al., 2009).

Segun la OMS (y como resumen de lo planteado anteriormente), una alimentacion
saludable consiste en:

* Comer al menos 400 g (5 porciones) de frutas y hortalizas al dia, asi como
legumbres, frutos secos y cereales integrales no procesados.

* Limitar el consumo de azucares libres a menos del 10% de la ingesta calérica
total lo cual equivale a 50 gramos (o unas 12 cucharaditas rasas) por dia para
un adulto sano.

* Limitar el consumo de grasa al 30% de la ingesta caldrica diaria. Las grasas no
saturadas son preferibles a las grasas saturadas.

* Limitar el consumo de sal a menos de 5 gramos al dia (aproximadamente una
cucharadita de café) y consumir sal yodada.

A pesar de que el riesgo de desarrollar ECVs puede disminuirse sorteando los factores
de riesgo como el consumo de tabaco, las malas dietas y la obesidad, la inactividad
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fisica o el consumo nocivo de alcohol, la prevalencia de éstas se espera que se
incremente dramaticamente a 23,6 millones de muertes en 2030 (Clennin et al., 2015).
Apuntar a nuevas estrategias a nivel alimentario podria ayudar considerablemente a
combatir el desarrollo de este tipo de enfermedades, por ello es fundamental enfocar
el conocimiento cientifico en el estudio de nuevas vias de prevencion.

Como se menciond anteriormente, la principal causa para el desarrollo de ECVs es la
generacion de aterosclerosis (Nakano et al., 2013). Esta es una reaccién inflamatoria
crénica de la pared arterial en cuyo origen y avance participan muchos y variados
agentes, desde componentes del sistema inmune hasta la dieta ingerida por el
individuo. Para poder explicar de forma correcta el comienzo y desarrollo de esta
condicién es necesario introducir multiples conceptos, fundamentales para su total
comprension. En las proximas secciones se expondran tépicos esenciales como lo son
el estrés oxidativo, el sistema inmune y los compuestos originados de la glicacion
avanzada (AGEs).

1.2 Sistemas oxidantes y antioxidantes
1.2.1 Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

En un cuadro de estrés oxidativo se originan infinidad de especies reactivas del oxigeno
(reactive oxigen species, ROS) y del nitrégeno (reactive nitrogen species, RNS). Estas
especies incluyen a los radicales libres, los cuales se definen como un atomo o grupo
de dtomos capaces de existir de forma independiente y que contienen por lo menos un
electron desapareado en el orbital mds externo, lo cual los vuelve inestables y por
ende muy reactivos (Halliwell & Gutteridge, 1984).

Las especies reactivas del oxigeno, son subproductos del oxigeno molecular y se
originan normalmente en los procesos del metabolismo aerdbico, siendo las
mitocondrias y los peroxisomas los principales generadores (Chourasia & Sethi, 2017).
Participan en los procesos de destrucciéon de microorganismos y patdgenos, asi como
en los de sefializacion intra e inter-celular. Algunas de ellas son: el radical hidroxilo
("OH), el radical anién superéxido ("0,), el radical anidn oxigeno singlete (*0,), el
radical peroxilo ("RO0), el radical 6xido nitrico ("NO), el radical peroxilo lipidico (*LOO)
y el radical peroxinitrato (ONOO’) (Ighodaro & Akinloye, 2017). La formacion vy
naturaleza de los ROS y RNS pueden verse en la figura 1.2.1.1.
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Figura 1.2.1.1: Generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Figura extraida de
Prior, 2015; adaptada de Kalyanaraman, 2013 y Yan et al., 2014.

1.2.2 Enzimas antioxidantes

Las células cuentan con mecanismos capaces de controlar el impacto deletéreo de los
ROS. Las enzimas enddgenas con actividad antioxidante presentes en las células, son
capaces de interactuar con los radicales libres y neutralizarlos (Reiter et al., 2001), las
principales son:

* (Catalasa: descompone el perdéxido de hidrégeno (H,0,) en oxigeno y agua.
Existen tres tipos de catalasas: las catalasas mono-funcionales, las catalasas bi-
funcionales peroxidasas, y las catalasas de manganeso. Estas metalo-enzimas
evolucionaron en dos familias: las que contienen grupo hemo (tipo 1), con un
cofactor de hierro-porfirina; y las que no contienen grupo hemo (tipo Il), las
cuales presentan un sitio activo de manganeso dinuclear y son menos
especificas (Grigoras, 2017).

* Peroxirredoxinas (Prxs): son enzimas que se encuentran en casi todas las

formas de vida y utilizan tioles de cisteina para catalizar la reacciéon de
peréxidos a agua (Ledgerwood et al., 2017). En los mamiferos hay seis tipos de
Prxs, entre ellas la Prxl (citosdlica) y la Prxlll (mitocondrial) son las que se
expresan en mayor cantidad en todos los tipos de tejidos (Karplus, 2015).

* Superodxido dismutasa (SOD): dismuta el superéxido en oxigeno y perodxido de

hidrégeno. Hay tres tipos de SOD en mamiferos, dos que contienen cobre/zinc
las cuales son la CuZnSOD (SOD1) que se encuentra en el citosol, espacio inter-

5
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membrana de la mitocondria y en el nucleo, y la EcSOD (SOD3) que se
encuentra en el espacio extracelular. La SOD2, Ilamada MnSOD contiene
manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial (Griess et al., 2017).

* Glutation peroxidasa (GSH): cataliza la conjugacién de la forma reducida del

antioxidante glutation sobre sustratos téxicos. Tiene la capacidad de catalizar la
reaccion para pasar de H,0; a H,0, y de "LOO a sus correspondientes alcoholes
en la mitocondria y citosol. La mayoria de las veces su actividad depende del
selenio como cofactor, por lo que se la considera una peroxidasa de
selenocisteina (Ighodaro & Akinloye, 2017).

1.2.3 Estrés oxidativo y sistemas oxidantes

El estrés oxidativo se origina cuando la generacidn de radicales libres es de tal
magnitud que los sistemas de defensa normales conque las células cuentan para
protegerse no logran degradarlos en su totalidad, interactuando con macromoléculas
como proteinas, glucidos, fosfolipidos, acidos nucleicos, alterando sus funciones
(Cerda et al., 2014; Prior, 2015; Sies & Cadenas, 1985). Si la cantidad de radicales libres
es muy importante, cuando a estas especies creadas por el metabolismo del organismo
se le suma los que son ingeridos con la dieta, o en forma de drogas, polucion, etc., se
genera dafo tisular que desemboca en enfermedades varias como: patologias de tipo
gastrointestinales, renales, neurolégicas, endocrinas, procesos reumaticos,
broncopulmonares, entre otras; siendo las mds destacadas las ECNT introducidas en el
apartado 1.1 (Cerda et al., 2014; Levine & Stadtman, 2001; Mahmoudi, 2018; Valko et
al., 2007).

Los procesos de oxidacion e inflamacion estan estrechamente vinculados; la
inflamacidén crdénica estd asociada con la oxidacidon dado que compuestos antioxidantes
han logrado disminuir a ambos. Se ha visto que el estrés oxidativo desencadena
respuestas inflamatorias, ciertos compuestos antioxidantes logran regular el balance
redox para disminuir las respuestas celulares ante tal situacion y de esta forma
disminuir la inflamacién (Camps & Garcia-Heredia, 2014).

Algunas células del sistema inmune destruyen a los patdgenos bacterianos
fagocitandolos y segregando ROS en un proceso llamado estallido respiratorio. Estos
ROS constituyen parte normal de la respuesta inflamatoria en la capa subendotelial de
los vasos sanguineos. Sin embargo, cuando esta respuesta perdura demasiado en el
tiempo puede significar dafio para los tejidos y el organismo en general (Bondy, 2016).
A su vez, el O, liberado de forma normal por las mitocondrias de las células
endoteliales mediante el proceso de respiracion es convertido en H,0, por la enzima
superoéxido dismutasa (SOD). El H,0, es una molécula estable que difunde y sirve como
molécula de sefializacién, mas puede convertirse en radical "OH el cual puede
interaccionar con muchas macromoléculas y de esta forma alterar su funcionamiento
(Ago et al., 2011).
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Las enzimas xantina oxidasa (XO) y oxido nitrico sintasa (NOS) son generadoras de ROS
altamente expresadas a nivel de los tejidos. La XO existe en dos formas: xantina
deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO), ambas son capaces de catalizar la
reaccion de pasaje de hipoxantina a acido Urico, en condiciones de hipoxia sin
embargo, la enzima se transforma de reductora de NAD (XDH) a productora de O,
(XO) (Ago et al., 2011). Con respecto a la NOS, existen varias isoformas: la NOS
neuronal (nNOS), la cual es especifica del sistema nervioso, la NOS inducible (iNOS), la
cual se activa frente a respuestas pro-inflamatorias y agentes patdgenos, se asocia
principalmente a células del sistema inmune pero se vio que ademas se encuentra en
varios tipos celulares, y la NOS endotelial (eNOS), la cual se expresa mayoritariamente
en las células endoteliales. Esta ultima, produce "NO usando tetrahidrobiopterina (BH4)
como cofactor y NADPH como donante de electrones, este radical es fundamental en
el proceso de vasodilataciéon. Cuando el estrés oxidativo aumenta, ya no hay BH,
disponible dado que se degrada, por lo que esta enzima en su defecto produce O,
ayudando al aumento de ROS a nivel vascular (Ago et al., 2011).

Otra enzima endotelial productora de ROS es la NADPH oxidasa, la cual produce O,
transfiriendo un electréon desde NADPH (o NADH) al O,. Se descubrieron siete tipos
dentro de la familia de las NADPH oxidasas: Nox1-Nox5, Duox1 y Duox2; de las cuales
Nox1, Nox2 y Nox4 estan altamente expresadas en las células endoteliales de los vasos
sanguineos (Ago et al., 2011). Se ha visto que la enzima Angiotensina Il es responsable
de activar a la NADPH oxidasa en células del tejido vascular liso, células endoteliales y
cardiomiocitos (células del musculo cardiaco) (Li & Shah, 2003). La angiotensina Il es la
hormona que regula la presién sanguinea y se activa mediante la cascada hormonal
llamada renina-angiotensina, la cual responde a los cambios de la presidn sanguinea a
nivel de los rifiones. Una vez que se detectan dichos cambios, las células del aparato
yuxtaglomerular de los rifiones liberan la enzima renina (angiotensinasa) al torrente
sanguineo, la cual viaja hasta encontrarse con la enzima angiotensindgeno secretada
por el higado, transformandola en angiotensina | la cual puede aumentar la presién
sanguinea a bajos niveles. La angiotensina | liberada en la sangre debe encontrarse y
reaccionar con la enzima convertidora de angiotensina (ECA) producida en los
pulmones, la cual reaccionara con ella para transformarla en angiotensina Il. La
principal funcion de esta enzima es la de elevar la presion sanguinea contrayendo las
paredes de los vasos sanguineos, asi como promover la produccion y secrecién de la
enzima aldosterona por las glandulas suprarrenales. Esta enzima ademas de presentar
propiedades vaso-constrictoras, provoca que el rifidn regule la filtracidon de sodio y
agua en el torrente sanguineo lo cual también aumenta la presion sanguinea (Sheposh,
2016b).

En este trabajo se utilizaron dos moléculas generadoras de radicales libres, una de ellas
es el 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH). Este compuesto tiene la
capacidad de a una temperatura elevada (en el caso de este trabajo a 37°C) generar
compuestos azo con la capacidad de interactuar con oxigeno (en medio acuoso), y
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generar compuestos peroxilo reactivos como se indica en la figura 1.2.3.1 (Litescu et
al., 2014).

CH3 CHa CH3
NH | | NH ., NH |
>—c—~=~—c—< 37¢, » Ce
H 5N | | NH, H,0 H 2N I
CH, AAPH CH3 CH,
CH» CH»
NH | NH |
2 >—c. +20, — 2>—c —O0—oO0 e
H2N I H2N |
CH; CH3

Figura 1.2.3.1: Proceso mediante el cual la molécula de AAPH genera radicales peroxilo a 37°C
en medio acuoso, imagen extraida y modificada de Litescu et al., 2014.

Otro compuesto generador de radicales libres utilizado en este trabajo es el 3-
morfolino-sidnonimina (SIN-1), el cual (dependiendo de las condiciones en las que se
encuentre) es capaz de generar radicales peroxinitrito u éxido nitrico. Si el compuesto
se encuentra en condiciones de hipoxia (por ejemplo a nivel in vivo) es capaz de
generar en su mayoria radical éxido nitrico, sin embargo en sistemas aerobios (in vitro)
genera tanto radical 6xido nitrico como superoéxido, reaccionando entre si y originando
radicales peroxinitrito. La reaccidn ocurre en tres pasos ejemplificados en la figura
1.2.3.2: en primer lugar, el anillo sidnonimina se abre para dar lugar al compuesto SIN-
1A, luego éste reduce el oxigeno presente en una reaccién de transferencia de un
electron para dar lugar al catidn SIN-1Y1, el cual se descompone para formar SIN-1Cy
el radical 6xido nitrico (Singh et al., 1999).

, N-Ce 02
CN 0Oz
NS o SNH Ne
- e
SIN-1 SIN-1A o

/ ) \ ’» NO
/
Ox J <_m+ /
4 -ci {_)moon

N. CN
~o SIN-1C
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Figura 1.2.3.2: Proceso mediante el cual la molécula de SIN-1 genera radicales peroxinitrito en
condiciones aerobias, imagen extraida de Singh et al., 1999.
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Todos estos procesos, mas los sumados en un contexto de inflamacidn, contribuyen a
la carga total de ROS a nivel de los vasos sanguineos y en el organismo en general,
contribuyendo al mantenimiento del estrés oxidativo. La proxima seccidon ahondara en
conceptos relacionados con el sistema inmune y el proceso de inflamacién.

1.3 Sistema inmune
1.3.1 Sistema inmune innato e inflamacion

El proceso de inflamacién, es una respuesta normal del organismo frente a amenazas
tanto externas como internas. Es el resultado del sistema inmune innato, el cual
constituye la primera barrera de defensa en entrar en accién en el organismo y puede
tardar desde minutos hasta horas (Hansson et al., 2002; Libby et al., 2009).

Las células pertenecientes al sistema inmune se originan en la médula ésea (de las
células madre hematopoyéticas), donde la mayoria madura y luego son liberadas al
torrente sanguineo o al torrente linfatico (mediante un sistema de vasos especiales)
hasta llegar a los tejidos periféricos (Janeway et al., 2001). En la figura 1.3.1.1 puede
observarse el linaje de las células que forman parte del sistema inmune, asi como las
plaquetas y los eritrocitos.
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Figura 1.3.1.1: Esquema representativo del origen de todos los elementos celulares de la
sangre, incluidos los linfocitos (pertenecientes al sistema inmune adaptativo), las plaquetas y
los eritrocitos. Figura extraida de Janeway et al., 2001 y adaptada.

Las células madre hematopoyéticas pluripotentes se dividen para dar lugar a dos tipos
de células madre ya mas especializadas, la progenitora linfoide comun y la progenitora
mieloide comun. Las primeras dan origen a los linfocitos B y T responsables de la
respuesta inmune adaptativa, mientras que las segundas originan diferentes tipos de
leucocitos (gldbulos blancos), eritrocitos (células sanguineas transportadoras de
oxigeno) y las plaquetas las cuales son fundamentales en el proceso de coagulacion de
la sangre (Janeway et al., 2001).

Los componentes del sistema inmune innato estdn constantemente examinando los
tejidos periféricos en busca de sefiales provenientes de patdégenos o dano tisular.
Secretan diferentes tipos de moléculas, de forma de comunicar cual es la respuesta
gue se debe montar segun el tipo de amenaza detectada, asi como guiar a otras células
al sitio de infeccidn. Las citoquinas son proteinas secretadas por algunas células, y son
capaces de afectar el comportamiento de otras células que presenten receptores para
ellas. Las quimiocinas son citoquinas especificas, encargadas de atraer a determinados
tipos celulares (los que presenten receptores para ellas) al sitio desde donde se
secretan (mediante gradientes de concentracion).

El sistema inmune cuenta con dos tipos diferentes de células para detectar y reconocer
patdégenos: las centinelas y otros tipos celulares. Las primeras son basicamente los
macroéfagos, los neutrofilos y las células dendriticas, las cuales son las encargadas de
recorrer los tejidos periféricos, como se menciond anteriormente. Tienen la capacidad
de reconocer patrones del medio extracelular, presentando receptores especificos en
su superficie celular, asi como en las paredes de los compartimientos endosomales.
Otros tipos de células del sistema inmune también presentan receptores a nivel
citosdlico, de forma de desencadenar apoptosis de haber sido infectadas, asi como
secretar citoquinas pro-inflamatorias (Rongvaux, 2018).

Las células que participan en el sistema inmune innato son las siguientes:

* Macrdéfagos: son uno de los tres tipos de células fagociticas presentes en el
sistema inmune. Cumplen el rol de transitar los tejidos periféricos en busca de
patdgenos. Son la forma madura de los monocitos (Janeway et al., 2001).

* (Células dendriticas: son uno de los tipos celulares que unen el sistema inmune

innato con el adaptativo, dado que se encargan de reconocer antigenos vy
presentarlos a los linfocitos en los nodos linfaticos para su reconocimiento. A
nivel periférico se encuentran las células dendriticas inmaduras, las cuales
examinan los tejidos fagocitando grandes cantidades de fluido extracelular, una
vez que se encuentran con un patégeno lo fagocitan, maduran y migran hacia
los nodos linfaticos mediante el sistema linfatico (Janeway et al., 2001).
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* Granulocitos: se llaman asi por su citoplasma granulado, también se les llama
linfocitos polimorfo-nucleares debido a sus nucleos de extrafias y variadas
formas. Hay tres tipos de granulocitos:

= Neutrdfilos: son el tercer tipo celular capaz de fagocitar. Viajan a través
del torrente sanguineo detectando mediante reconocimiento de
qguimiocinas el lugar donde se encuentra el foco de infecciéon y migrando
hacia alli mediante diapédesis (pasaje entre células endoteliales). Estas
células pueden producir y liberar especies reactivas de oxigeno, tales
como radicales superéxido y peréxido de hidréogeno para matar a los
patdgenos (Sheposh, 2016a).

= Eosindfilos: participan principalmente en las infecciones parasitarias y
en la modulacién hacia las reacciones de hipersensibilidad Tipo |
(alergias). Una vez en el sitio de infeccién son capaces de producir
proteinas granulosas, especies reactivas de oxigeno (peroxidasa),
eicosanoides y prostaglandinas (producen calambres y dolor), factores
de crecimiento y citoquinas (McBroom, 2015).

= Basdfilos: son células involucradas en las reacciones alérgicas.
Presentan inmunoglobulinas tipo E (IgE) unidas a receptores de
membrana especificos (Ogulur et al., 2017).

* Mastocitos: son células grandes que contienen granulos citoplasmaticos
cargados de histamina y demds mediadores quimicos, liberados una vez que
llegan al foco de infeccidén. La liberacién de estas moléculas genera mas
permeabilidad de los vasos sanguineos, facilitando la llegada de mads células
(Janeway et al., 2001).

e Células natural killer (NK): son células que circulan en el torrente sanguineo

como linfocitos grandes con granulos citotdxicos distintivos. Son capaces de
reconocer y matar células infectadas (anormales) por lo que son fundamentales
a la hora de combatir patégenos intracelulares (Janeway et al., 2001). Tienen
origen linfoide como los linfocitos B y T pertenecientes a la inmunidad
adaptativa, pero son considerados parte de la inmunidad innata.

El sistema inmune innato monta una respuesta defensiva una vez que patdgenos
(como bacterias, virus, etc.) logran penetrar la superficie epitelial del cuerpo y ciertos
patrones presentes en estos microorganismos son reconocidos por las células
circulantes. Estas cuentan con receptores especiales capaces de reconocer patrones
especificos (pattern-recognition receptors, PRR), particularmente los que reconocen
patrones de patdégenos (pathogen-associated molecular patterns o PAMPS) asi como
de dafio tisular (damage-associated molecular patterns o DAMPS). Este tipo de
receptores abarcan a los receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs), los de tipo
lectina C, los receptores genéticos inducibles por acido retinoico y los receptores tipo
dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (Rojas et al., 2014). Los fragmentos
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de patégenos reconocidos por el sistema inmune se llaman antigenos. Una vez que
dichos antigenos se asocian a estos receptores, se desencadena una cascada compleja
de sefalizacién intracelular, la cual estimula la secrecién de moléculas pro-
inflamatorias (citoquinas) asi como otros mediadores de inflamacién (Janeway et al.,
2001; Libby et al., 2009). Las principales citoquinas involucradas en los procesos de
respuesta pro-inflamatoria son interleucinas. El nombre interleucina (IL) seguido por
un numero se establecié como forma de estandarizar una nomenclatura para las
moléculas secretadas por y con accién sobre leucocitos. Sin embargo, esta
nomenclatura se volvid confusa a medida que se fueron describiendo mds y mas
citoquinas con estructuras, actividades y origenes diferentes. Si bien se sigue
utilizando, se espera que se desarrolle una nueva basada en las estructuras
moleculares (Janeway et al.,, 2001). En la figura 1.3.1.2 se resumen las principales
citoquinas pro-inflamatorias secretadas por macréfagos al enfrentarse a agentes
patdgenos, asi como sus correspondientes funciones.

Macréfagos activados secretan
una variedad de citoquinas

o9 0o

O

© o

Q0o

v vV VvV Vv Vv

] C

IL-1 TNF-c L6 L8 IL-12

= y
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Efectos locales
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vascplar. . . ¥ 3umenta 1a permeabilidad linfocitos aumenta la recluta neutrofilos, - Induce la diferenciacion
-Acuvg los linfocitos. . vascular, lo cual lleva a un produccion de basofilos ycélulas T al de las células CD4 T hacia
- ContnbL{ye a la destruccion aumento en la entraqa de anticuerpos. sitio de infeccién. células Thi.
de los tejidos locales. 1gG, complemento y células
- Aumenta el acceso de al tejido infectados.
células efectoras al sitio de - Aumenta el drenado hacia
infeccion. los nodos linfaticos.
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Figura 1.3.1.2: Esquema conteniendo las principales citoquinas pro-inflamatorias secretadas
por macréfagos activados y sus respectivas funciones. Extraido de Janeway et al.,, 2001 vy
adaptado.

Una vez que los macroéfagos se activan, proceden a fagocitar al agente extraifo y a su
vez comienzan la secrecion de las citoquinas y también quimiocinas. Esta secrecion de
quimiocinas por parte de los macréfagos atrae a otros tipos celulares como los
neutréfilos, monocitos y demds células del sistema inmune circulantes en sangre
(Janeway et al., 2001).
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Otro grupo de moléculas estrechamente vinculadas con la respuesta inflamatoria son
las prostaglandinas (PGs). Estas pertenecen a una subclase de eicosanoides y existen
dos tipos: los prostaciclopentanos y tromboxanos (TX). Son moléculas de 20 carbonos
conteniendo un anillo de ciclo-pentano (5-carbonos). Los prostaciclopentanos se
clasifican segun la estructura de su anillo ciclo-pentano usando letras de la Aala K,y
segin el numero de dobles enlaces en sus estructuras de hidrocarbono; los
tromboxanos se dividen en TXA y B. Las PGs, los tromboxanos, las lipoxinas y los
leucotrienos se generan a partir del acido araquiddnico (AA), producido a partir de
fosfolipidos en respuesta a los estimulos pro-inflamatorios (citoquinas y demads
agentes pro-inflamatorios) (Seo & Oh, 2017). La cadena de sintesis de las PGs ocurre
dentro de la célula, donde la enzima citoplasmatica fosfolipasa A2 cataliza la reaccién
de pasaje de los fosfolipidos de membrana a AA. Luego, la enzima ciclooxigenasa (1 y
2) se encarga de transformar ese AA a endoperodxidos de prostaglandina. En el
siguiente paso, la enzima tromboxano sintasa transforma dichos endoperodxidos de
prostaglandina en tromboxano A2 (Sala et al., 2016). La PGs participan en los procesos
de coagulacidn sanguinea y secrecidn de acido gdstrico, pero la actividad que las hace
importantes en un contexto inflamatorio es su capacidad vasodilatadora, dilatando
directamente los vasos sanguineos y por ende reduciendo la presién sanguinea
(Campbell, 2017).

Esta estimulacién de las células inmunes frente a patégenos desencadena un montén
de reacciones en su interior las cuales son responsables de la secrecion de moléculas
como las citoquinas y las quimiocinas, principalmente se activa la cascada de
sefializacion de NF-kB, la cual activa la transcripcidon de genes que codifican para estos
tipos de moléculas. El factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas) es un complejo proteico capaz de
activar la transcripcion del ADN frente a estimulos de estrés. Esta cascada es
considerada como prototipica en la sefalizacién pro-inflamatoria. NF-kB esta presente
en el citoplasma acoplado a su proteina inhibidora (1kB), que bloquea su translocacion
hacia el nucleo. Bajo determinados estimulos (especialmente frente a IL-1 y TNF-a), kB
se fosforila y degrada permitiendo al dimero NF-kB translocarse dentro del nucleo
activando la transcripcidon de genes involucrados en la respuesta pro-inflamatoria, lo
que culmina en la produccién y liberacién de mas citoquinas, quimiocinas y moléculas
de adhesién (Lawrence, 2009; Tak et al.,, 2001). La activaciéon de NF-kB también
desencadena la expresion de los genes que codifican para iNOS, lo que aumenta la
produccion de ‘NO a nivel vascular, y causa la relajacion del musculo liso,
vasodilatacién e hipotension (Hansson et al., 2002). A su vez, cuando la infeccién es
causada por bacterias, se activa el sistema del complemento sobre ellas con el objetivo
de eliminarlas. El complemento es un sistema de proteinas del plasma sanguineo que
activa reacciones proteoliticas en cascada sobre las superficies celulares bacterianas
donde las “marcan” para su fagocitosis por los macréfagos (Janeway et al., 2001).
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Este proceso iniciado por las células centinela da comienzo al proceso de inflamacién,
el cual es promovido también por la activacion del complemento ya que se secretan
citoquinas pro-inflamatorias durante el proceso. La inflamacién se define mediante
cuatro palabras: calor, dolor, rubor e hinchazén. La dilatacién y aumento de la
permeabilidad vascular generada en la zona (principalmente por los mastocitos alli
presentes), aumenta el flujo sanguineo y linfatico en las inmediaciones lo cual
amplifica el arribo y la acumulacién de células especificas, esto ocasiona el calor, el
rubor y la hinchazéon del foco infeccioso. Esta migracion celular facilitada por las
citoquinas y fragmentos del complemento genera también dolor (Janeway et al.,
2001). Todas estas reacciones apuntan a la destruccién de los patégenos causantes de
infeccidn.

1.3.2 Sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo surgié mas tarde a lo largo de la evolucidén y es una
respuesta inmune patdgeno-especifica, reconociendo estructuras determinadas del
patégeno en cuestion. Gracias a esto, es una respuesta que requiere “educacion” y
tarda mas tiempo en aparecer, desde semanas hasta meses (Libby et al., 2009).
En una respuesta del sistema inmune adaptativo, el antigeno es reconocido por dos
tipos de moléculas muy variables lo cual activa los dos principales tipos celulares
involucrados: los receptores de inmunoglobulina unidas a las células B y los receptores
especificos de las células T (ver figura 2). Se ha visto que la presencia de un receptor de
membrana sobre los precursores linfoides comunes llamado Notchl promueve la
diferenciaciéon de células T mientras que la ausencia del mismo promueve la
proliferacién de la linea de linfocitos B (Maillard et al., 2005). Los linfocitos B son
llamados asi porque provienen de la médula dsea (bone marrow, en inglés), y las
células T se llaman asi porque provienen del timo. Luego del encuentro con un
antigeno, las células B se diferencian a células secretoras de anticuerpos mientras que
las células T se diferencian en células efectoras citotdxicas capaces de matar células
infectadas, y en células T que activan a otras células B y macréfagos. Las células By T
qgue todavia no se han enfrentado ante un antigeno se llaman linfocitos naive. Estos
estdn continuamente circulando del torrente sanguineo a los tejidos linfoides
periféricos, luego vuelven a la sangre mediante los vasos linfaticos o a través del bazo.
Los linfocitos que han reconocido la presencia de una infeccién, sin embargo, son
retenidos en los tejidos linfaticos donde proliferan y se diferencian a células efectoras
(Janeway et al., 2001).
La gran union entre el sistema inmune innato y adaptativo se da gracias a las células
presentadoras de antigeno (CPA), especialmente las células dendriticas. Una vez que
las CPA presentes en la zona de infeccién lograron internalizar mediante fagocitosis al
patégeno y procesarlo, se activan expresando fragmentos de éste en su superficie
celular mediante moléculas especificas Ilamadas complejos mayores de
histocompatibilidad (major histocompatibility complex, MHC). Estas moléculas de
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membrana unen fragmentos peptidicos del antigeno para ser exhibido sobre la
superficie de las CPA para ser reconocidas por las correspondientes células T. Hay dos
tipos de MCH, los de clase | y clase Il, los cuales unen proteinas degradadas en
diferentes partes de la célula. Las MHC de clase | unen péptidos de proteinas del
citosol degradadas en el reticulo endoplasmico provenientes principalmente de virus,
mientras que las de clase Il unen péptidos de proteinas degradadas en el sistema
vesicular de los macrofagos y células dendriticas inmaduras provenientes
principalmente de bacterias (Janeway et al., 2001). Las CPA mas importantes son las
células dendriticas maduras, las cuales ademds de presentar el antigeno unido a los
MHC expresan otras moléculas de superficie llamadas co-estimulantes. Estas migran a
través del sistema linfatico hasta los nodos linfaticos donde presentan los antigenos a
las células T inmaduras presentes alli. Si las células dendriticas fallan en activarse,
generan una respuesta tolerante hacia ese antigeno. Otro tipo celular que puede
actuar como CPA son los macréfagos, una vez fagocitado el antigeno pueden activarse
expresando moléculas de superficie co-estimulantes y moléculas MHC de clase Il. A su
vez, las células B también pueden servir como CPA en ciertos casos (Janeway et al.,
2001).

Una vez en los tejidos linfaticos se da la presentacion del antigeno y activacién del
linfocito, el cual da origen a clones de células antigeno-especificas que median la
respuesta adaptativa. EI mecanismo de reconocimiento de antigenos posibilita el
reconocimiento de casi infinitos patrones, lo que hace que la respuesta sea mucho mas
especifica. Los linfocitos inmaduros que entran en el torrente sanguineo tienen
receptores de antigenos especificos, determinado por un mecanismo genético que
opera mientras éste madura en la médula ésea (B) y timo (T) para generar millones de
variantes de genes que codifican para esas moléculas. Si bien cada linfocito tiene un
receptor especifico, entre ellos son diferentes, lo cual hace que sean millones de
células capaces de reconocer diferentes patrones que durante la vida de la persona,
sufren seleccion natural y solo sobreviven los que efectivamente lograron reconocer el
antigeno frente a una infeccion. Esta teoria se llama seleccidn clonal. A su vez, si estos
linfocitos son potencialmente auto-reactivos (reconocen patrones propios del cuerpo)
son removidos antes de que finalicen su maduracién mediante el proceso llamado
eliminacidn clonal (Janeway et al., 2001).

Con respecto a las células T, existen dos clases principales: una de ellas al activarse se
diferencian en células T citotdxicas (CD8+) las cuales se encargan de destruir a células
del organismo que han sido infectadas por virus, mientras que las otras al activarse se
diferencian en células T cooperadoras (CD4+) capaces de activar otras células, como
células B o macrofagos. El receptor de las células T (TCR, T-cell antigen receptor) esta
relacionado con las inmunoglobulinas pero es diferente, dado que esta adaptado a
patdégenos especificos (Janeway et al., 2001). Las células CD4+ pueden madurar hacia
diferentes fenotipos segun el tipo de patdgeno que sea y el ambiente de citoquinas
presentes en la zona de infeccidn. Los principales fenotipos son Thl (promueven la
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inmunidad protectora contra patégenos intracelulares matando células infectadas),
Th2 (respuesta inmune humoral activando a las células B, importantes frente a las
infecciones parasitarias) y Th17 (promueven inmunidad contra hongos y bacterias,
promueven las enfermedades autoinmunes e inflamatorias) (Dong & Martinez, 2010).
Otros tipos de linfocitos existentes son los T de memoria, centrales y efectores. Los
primeros residen en los érganos linfoides secundarios, proliferando y diferenciandose
ante la presencia de antigenos previamente detectados por el sistema inmune.
Secretan IL-2, CD40L, IL-4, IFN-y e IL-17A. Los segundos residen en los tejidos
periféricos y secretan rapidamente citoquinas pro-inflamatorias (Dong & Martinez,
2010).

El otro tipo celular fundamental en la respuesta inmune adaptativa son las células B.
Estas completan su desarrollo en la médula 6sea como se menciond anteriormente,
bajo influencia de la IL-7. Presentan un receptor de membrana llamado BCR (B-cell
antigen receptor), el cual es un anticuerpo unido a la membrana que luego al madurar
se excreta como anticuerpo libre. Se dividen basicamente en dos grupos:

* B1: producen IgM sérica e IL-10 sin necesidad de estimulacién antigénica. Son
linfocitos B maduros, de mayor tamano y complejidad que los convencionales y
se ubican en las cavidades peritoneal y pleural. Son células que no se someten
al proceso de hipermutacién somatica (Merino & Gruppi, 2006; Prieto Martin
et al., 2013).

* B2: son las células B convencionales. Se activan en presencia de antigeno,
sufren hipermutacidn somatica y maduran hacia plasmocitos secretores de
anticuerpos o células de memoria, las cuales responden automaticamente a
antigenos que el organismo se ha enfrentado previamente (Prieto Martin et al.,
2013).

Los anticuerpos se conocen como inmunoglobulinas (Ig). La molécula de anticuerpo
secretada por células B maduras (células plasmaticas) son moléculas con forma de Y
gue constan de tres partes iguales unidas por zonas flexibles. Los brazos de la Y tienen
en la punta regiones variables (V) que son las de unién al antigeno, mientras que el
tallo de la Y es una region constante (C) que interactia con células efectoras y
moléculas. Existen 5 tipos diferentes de anticuerpos: IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE que se
distinguen por su region C, siendo la IgG la mas abundante a nivel de plasma sanguineo
(Janeway et al., 2001).

La funcién principal de los anticuerpos es la de unir antigenos para facilitar su
remocion del organismo, esto lo hacen uniéndose a patrones de polisacaridos vy
proteinas de los antigenos llamados epitopes. Estas moléculas, a su vez, sufren re-
arreglos en su estructura una vez que las células B se encuentran con un antigeno y
maduran, esta reestructuracién mediante edicion de los genes se llama hipermutacién
somatica y aumenta notoriamente su especificidad (Janeway et al., 2001). Las
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funciones de los anticuerpos son principalmente tres: la neutralizacion, opsonizacion y
activaciéon de la cascada del complemento. La primera trata de la neutralizacion
especifica de las toxinas secretadas por la bacteria o fragmentos virales, impidiendo
gue estos logren causar daiio al tejido. La opsonizacidn se refiere al “marcaje” de la
bacteria mediante la unién de las partes V de los anticuerpos a patrones especificos de
su superficie, lo que lleva al reconocimiento de la parte C de los mismos por células
fagociticas como los macrofagos lo que lleva a su fagocitosis. La activacién del
complemento se da también por la interaccion de la parte C de anticuerpos
determinados capaces de desencadenar la respuesta de las proteinas del
complemento, lo que lleva a la lisis celular y posterior fagocitosis de la misma (Janeway
et al.,, 2001). A su vez, cada tipo de inmunoglobulina presenta caracteristicas y
actividades determinadas segun el isotipo:

* IgM: es la mas abundante a nivel de plasma sanguineo y se encuentran en
forma de pentdamero o hexdmero unidos mediante un péptido llamado cadena
J. También pueden encontrarse en forma monomérica unidas a las membranas
de las células B, funcionando como BCR. Constituye el primer isotipo de
inmunoglobulina expresado por las células B durante su desarrollo por lo que
es la primera Ig en responder ante un antigeno. Estd vinculada a la primera
linea de defensa del organismo ya que tiene la capacidad de activar la cascada
proteica del complemento frente a infecciones (Flaherty, 2012; Janeway et al.,
2001).

* 1gG: al igual que IgM también se encuentra a nivel plasmatico pero como
monodmero. Se divide en cuatro subclases: IgG1, 1gG2, 1gG3 y IgG4, las cuales se
diferencian principalmente por peso molecular y en su capacidad para activar la
cascada proteica del complemento (Flaherty, 2012).

* |gA: se encuentra principalmente en secreciones corporales y forma parte del
sistema inmune de las mucosas. Se encuentra en forma de dimero unido
mediante cadena J (Flaherty, 2012).

* IgD: se encuentra en forma de mondmero unida a las superficies de las células
B o libre en el plasma sanguineo. Las células B secretoras de este tipo de
anticuerpo son aquellas que escaparon a la seleccidon clonal y por ende
producen anticuerpos auto-reactivos. Este isotipo de Ig reacciona con
componentes normales del organismo y son asociados con las enfermedades
autoinmunes (Flaherty, 2012).

e IgE: son estructuralmente similares a la 1gG, son los principales mediadores de
las reacciones alérgicas como el asma, la urticaria y rinitis (Flaherty, 2012).

Compuestos ingeridos con la dieta son capaces de activar cadenas de sefalizacién pro-
inflamatorias como la NF-kB, generando condiciones de inflamacidn y estrés oxidativo
criticas en el organismo, dando origen a multiples enfermedades, entre ellas las ECNT
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(Chinchansure et al., 2015). Los productos de la glicacidon avanzada (advanced glycation
end products, AGEs) son un grupo de compuestos capaces de generar dichos efectos,
por lo que en los siguientes apartados se explicara su naturaleza, efectos sobre la salud
humana y posibles vias de inhibicion de la formacion de los mismos.

1.4 Productos de la glicacion avanzada (AGEs)

Los productos de la glicacién avanzada (advanced glycation end products, AGEs), son
un grupo de compuestos grande y heterogéneo, que se originan de la reaccién
denominada reaccion de Maillard. Comienza con la glicacidn espontdnea entre
azUcares reductores y grupos amino de moléculas como aminoacidos libres, acidos
nucleicos, péptidos y proteinas, los cuales producen compuestos primarios llamados
productos de Amadori, en los que posteriormente se producen eventos complejos
tales como ciclacién, deshidratacién, oxidacidn, condensacion, entrecruzado y
polimerizacién para formar productos quimicos irreversibles, denominados productos
de Malliard o AGEs.

La reaccién de Maillard es deseada a nivel culinario dado que mediante la aplicacién de
calor se generan compuestos parcialmente deseados como lo son las melanoidinas,
gue le brindan color amarronado a los alimentos horneados, tostados y fritos, asi como
compuestos volatiles que brindan aromas y sabores caracteristicos. Sin embargo, estos
compuestos son capaces de provocar sabor amargo si son generados en exceso, asi
como brindar inestabilidad al alimento una vez almacenado debido a que generan
compuestos reductores y oxidantes que provocan desestabilizacion oxidativa. A su vez,
esta compleja reaccidon provoca la pérdida de aminoacidos esenciales como por
ejemplo la lisina, asi como la unién cruzada de proteinas que cumple un rol importante
en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes (Technology, Procedure, & View,
2014). En la figura 1.4.1 se ilustra la reaccidén no enzimatica de glicacién de proteinas.
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Figura 1.4.1: Reaccidn de glicacidon no enzimatica de proteinas donde se indica la formacidén de
las bases de Schiff (A), el reordenamiento de Amadori (B) y los diferentes compuestos
producto que pueden presentar estructuras imidazodlicas (C), pirrélicas (C) y otras como iminas,
furanos, piridinas, etc. (E). Figura extraida de Gonzalez Flecha et al., 2000.

Los AGEs también pueden ser generados por otras reacciones como la oxidacidn de
azUcares, lipidos y aminoacidos, los cuales forman aldehidos reactivos capaces de unir
proteinas (Bengmark & Gil Hernandez, 2007; Uribarri et al., 2015). Durante el proceso
de glicacién temprana se reduce el oxigeno lo que genera radicales superdxido. En este
proceso también se genera perdxido de hidrégeno y radicales hidrdxilo, los cuales
juegan un rol importante en el desarrollo de patologias como las ECNT (Mullarkey et
al., 1990). Asimismo, los neutrdfilos al secretar compuestos oxidantes durante el
estallido respiratorio también provocan la generacion de un ambiente oxidante lo que
favorece la formacién de compuestos AGEs (Uribarri et al., 2015). En la figura 1.4.2 se
muestran las principales reacciones responsables de la creacién de compuestos AGEs.
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Figura 1.4.2: Diferentes vias de formacion de compuestos AGEs. Se ilustra los pasos mediante
la via no enzimatica o reaccion de Maillard, asi como la formacién de AGEs mediante otras vias
alternativas. Figura extraida de Uribarri et al., 2015 y adaptada.

Los AGEs son un grupo heterogéneo, por lo que abarca compuestos con caracteristicas
bastantes diferentes. Incluyen aductos, marrones y fluorescentes como la pentosidina,
o aductos no fluorescentes como el metilglioxal-lisina dimero, asi como también
aductos no fluorescentes y no entrecruzados como la carboximetil-lisina (Sharma et al.,
2015).

El metilglioxal (CH3-CO-::CHO) es el principal dicarbonilo intracelular reactivo originado
de la glicdlisis. Interacciona con grupos de lisina libres y forma AGEs como la
carboximetil-lisina (CML) o el dimero de metilglioxal lisina (MOLD, su sigla en inglés).
También reacciona con arginina originando grupos capaces de generar
hidroimidazolones (Peyroux & Sternberg, 2006). En la figura 1.4.3 se presentan las
estructuras correspondientes a cada tipo de AGE.
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Figura 1.4.3: Estructuras de los diferentes tipos de AGEs, figura extraida y adaptada de Peyroux
& Sternberg, 2006.

Debido a su heterogeneidad, diferentes métodos analiticos son empleados para su
deteccidn tanto en alimentos como en muestras biolégicas. Los métodos mas comunes
son instrumentales o inmunolégicos, los primeros pueden ser mediante HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) acoplado a un detector de arreglo de diodos
(DAD) o un detector de fluorescencia, o puede ser acoplado a un espectrometro de
masas; a su vez también se puede utilizar un cromatégrafo de gases (GC) acoplado a
un espectrémetro de masas. Los inmunolégicos involucran el andlisis mediante ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Sharma et al., 2015).

1.4.1 Receptor de AGEs (RAGE)

Uno de los receptores de AGEs mejor estudiado es el RAGE (receptor for advanced
glycation end products). Este receptor es una proteina transmembrana de paso Unico
tipo I, pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y es capaz de reconocer un
amplio rango de patrones, entre los que se incluyen los AGEs, los acidos nucleicos, las
fibrillas amiloides, la proteina de cromatina HMGB1 (high mobility group box 1), la
integrina de leucocito Mac-1, la calgranulina S100 y el LDL modificado (Uribarri et al.,
2015). El RAGE es un PRR y se expresa de forma normal a nivel de tejidos y vasos
sanguineos, asi como en infinidad de células del sistema inmune, como neutrdfilos,
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monocitos-macrofagos, linfocitos, células dendriticas y células T reguladoras. Sin
embargo, su expresién se ve exacerbada cuando hay abundancia de ligandos a nivel
sistémico observado en estados patoldgicos (Rojas et al., 2010). Se ha visto que este
receptor tiene una gran relevancia en la inflamacion y estrés oxidativo (dado que
también reconoce citoquinas pro-inflamatorias), activando directamente la cadena de
sefializacion del factor de transcripcidon NF-kB mediante la activacion de la cadena de
sefializacion de MAP (mitogen-activated protein) quinasa, desencadenando vy
perpetuando una respuesta de tipo pro-inflamatoria (Bierhaus & Nawroth, 2009;
Peyroux & Sternberg, 2006). Se ha probado que la activacion de la cascada de
sefializacion pro-inflamatoria que vincula al factor NF-kB tiene estrecha relacién con el
desarrollo de multiples enfermedades entre las que se encuentran la artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crdnica, asi como varias enfermedades inflamatorias (Atamas et al., 2013;
Holgate, 2004; Tak & Firestein, 2001; Williams et al., 2007). Asimismo, se vio que esta
respuesta pro-inflamatoria juega ademas un importante rol en el desarrollo de la
aterosclerosis (Monaco et al., 2004).

Se ha estudiado que también puede haber formacion endégena de compuestos AGEs a
nivel del intestino (enFruAGEs), debido a un excesivo consumo de fructosa (por
ejemplo: jarabes para endulzar bebidas, etc.); y pueden ser capaces de migrar hasta los
pulmones (muy ricos en RAGE) y relacionarse con el desarrollo de enfermedades
respiratorias (DeChristopher et al., 2015). Estos compuestos actian en el organismo
provocando un aumento en la produccidn de especies reactivas del oxigeno vy
citoquinas pro-inflamatorias (Hofmann et al., 1999; Hori et al., 1995), lo cual lleva al
desarrollo de enfermedades como las ECNT.

1.4.2 AGEsy salud

Segln Uribarri et al., 2015 y Peyroux & Sternberg, 2006 los mecanismos por los cuales
los AGEs ocasionan el desarrollo de enfermedades son: ocasionar el entrecruzamiento
de proteinas alterando sus funciones y propiedades; y activar cascadas de sefializacidon
pro-inflamatorias mediante interacciéon con receptores especificos para este tipo de
estructuras o mediante mecanismos no dependientes de receptores, generando
compuestos oxidantes y pro-inflamatorios (Figura 1.4.2.1).

Se ha comprobado que los AGEs que se ingieren con la dieta hacen una contribucién
fundamental a la carga total sistémica de AGEs en el organismo, y de esta forma
predispone a los individuos al estrés oxidativo e inflamacidn, los cuales juegan un rol
crucial en el desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles (Uribarri et al.,
2015).
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Figura 1.4.2.1: Representacion esquematica de la formacidn de compuestos AGEs y sus efectos
biolégicos en el organismo. Figura extraida y adaptada de Abate et al., 2015.

1.4.3 Vias de inhibicién de la formacion de compuestos AGEs

Debido a la importancia que tienen los AGEs en el desarrollo de enfermedades, es
necesario estudiar la formacién de los mismos y sus posibles sitios de control. Dentro
de los potenciales sitios de inhibiciéon de la formacién de AGEs, encontramos: la
captura de especies dicarbonilo reactivas, la quelacidn de metales de transicién, la
actividad antioxidante de barrido de radicales libres, la escision de AGEs
entrecruzados, el bloqueo de receptores para AGEs (RAGE), bloqueando la cadena de
sefializacion activada por el receptor de AGEs (RAGE), reduciendo la cantidad de
glucosa disponible, inhibiendo la accidn de la aldosa reductasa, o derivando las triosas-
P hacia la via pentosa-P por activacién de la transcetolasa (Peyroux & Sternberg, 2006).
La inhibicién de cualquiera de estos sitios, podria disminuir los efectos negativos que
estos compuestos generan en el organismo (Figura 1.4.2.1).
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Figura 1.4.2.1: Potenciales sitios de inhibicidn de la formacién de AGEs: capturando de
especies dicarbonilo reactivas (1), actividad antioxidante quelando metales de transicion (2),
actividad antioxidante de barrido de radicales libres (3), escindiendo los AGEs entrecruzados
(4), bloqueando los receptores para AGEs (RAGE) (5), bloqueando la cadena de sefalizacion
activada por el receptor de AGEs (RAGE) (6), reduciendo la cantidad de glucosa disponible (7),
inhibiendo la accién de la aldosa reductasa (8), derivando las triosas-P hacia la via pentosa-P
por activacion de la transcetolasa (9). Figura extraida y adaptada de Peyroux & Sternberg,
2006.

1.4.3.1 Captura de especies dicarbonilo reactivas

Los compuestos con actividad antiglicante capaz de capturar especies dicarbonilo
reactivas (figura 1.4.2.1, 1) son de suma importancia para reducir la formacion de AGEs
presentes en el organismo. Segun Lo et al., 2011 los compuestos que presentan mayor
actividad de este tipo frente a metilglioxal son los que presentan en su estructura
anillos bencénicos con tres grupos hidroxilo. La estrategia de captura de especies
dicarbonilo para crear productos de Amadori alternativos no reactivos fue planteada
por primera vez por Brownlee et al., 1986. En la figura 1.4.2.2 extraida y adaptada del
mismo estudio se detalla como ocurre este proceso de captacion de compuestos
reactivos por parte de un derivado nucledfilo de hidracina llamado aminoguanidina
(AG). Las pruebas clinicas de este farmaco se dividieron en dos: la primera fase, en la
cual se tested en pacientes con diabetes tipo |, lamado Aminoguanidine Clinical Trial in
Overt Type 1 Diabetic Nephropathy (ACTION I). En esta primera instancia se evalué la
eficacia y seguridad de la AG en retardar el progreso de la lesidn renal en pacientes con
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nefropatia diabética. Para ambos andlisis, el 33% de los pacientes se sortearon
aleatoriamente como placebo, y el 67% se dividieron en dos grupos a los que se les
suministré dos diferentes concentraciones de AG, la baja (50-300 mg/dia) y la alta
(100-600 mg/dia). En la primera etapa participaron 1700 pacientes, las conclusiones
extraidas fueron que los grupos a los que se les suministrd la AG presentaron niveles
mas bajos de LDL, triglicéridos, colesterol y proteinas a nivel de orina (Thornalley,
2003). Sin embargo, numerosos efectos secundarios llevaron a cancelar la segunda
parte de las pruebas clinicas sobre pacientes con diabetes tipo Il llamada
Aminoguanidine Clinical Trial in Overt Type 2 Diabetic Nephropathy (ACTION II). Estos
fueron alteraciones gastrointestinales, anormalidades en ensayos de funcionalidad
hepatica, sintomas similares a los de la gripe y vasculitis (Thornalley, 2003). A su vez, el
hecho que a concentraciones altas este compuesto pueda interaccionar con otros
compuestos carbonilo, que en condiciones fisioldgicas pueda interactuar con piruvato
para formar un aducto de hidrazona (Peyroux & Sternberg, 2006), y que inhiba a la
enzima NOS (con mayor intensidad a la inducible que a la neuronal y endotelial)
(Corbett et al., 1992), también desestimularon la continuacién de las pruebas clinicas.
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Figura 1.4.1.2: Proceso de glicacién temprana no enzimatica lleva a la generacién de
compuestos como 2-(2-furoil)-4(5)-(2-furanil)-1H-imidasol, cuando Ila aminoguanidina
interviene reacciona con los productos de Amadori para generar compuestos alternativos no
reactivos. Figura extraida y adaptada de Brownlee et al., 1986.

Se han postulado varias moléculas sintéticas alternativas al uso de la AG, entre ellas
destacan el cloruro de N-fenacil-4,5-dimetiltiazolio (ALT-711) (que descompone los
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AGEs), acidos carboxamido-fenoxi-isobutiricos y acidos benzoicos (inhiben glicacion
temprana), piridoxamina (presenta actividad antioxidante quelando iones metdlicos),
benfotiamina (inhibe expresién de la aldosa reductasa), lisozima (favorece la
eliminaciéon de AGEs con la orina), y varios compuestos mds (Peyroux & Sternberg,
2006). Algunas de ellas, como la metformina, acido acetilsalicilico, diclofenaco etc., si
bien fueron aprobados por la Food and Drug Administration (organismo de contralor
estadounidense), no resultan ser lo suficientemente eficientes a la hora de inhibir el
proceso de glicacion en condiciones de hiperglicemia, y por lo tanto su accidn contra el
desarrollo de la diabetes resulta pobre (Rasheed et al., 2018). Por estas razones, la
busqueda de compuestos capaces de lograr una inhibicidon en la formaciéon de AGEs
como lo logra la AG pero con menor cantidad de efectos secundarios es un tema de
interés en la actualidad.

1.4.3.2 Presencia de actividad antioxidante

La inhibicién del efecto deletéreo de los compuestos AGEs puede también verse
favorecida en presencia de compuestos que presenten actividad antioxidante (figura
1.4.2.1, 2 y 3) capaces de reducir el ambiente oxidante. El agente antioxidante al
reaccionar con el radical libre le cede un electron (o acepta un hidrogenién)
oxidandose y, a su vez, transformandose en un radical libre débil no téxico (Zulueta et
al., 2009). Hay dos principales categorias de antioxidantes seglin su mecanismo de
accion: los primarios y los secundarios. Los antioxidantes primarios, interrumpen la
reaccién en cadena de oxidacion del radical libre donando electrones o atomos de
hidrégeno de los grupos fendlicos, evitando de esta forma la propagacion de la auto-
oxidacion. Los secundarios, desactivan el oxigeno singulete, quelan iones metalicos,
absorben radiacidn ultravioleta, barren oxigeno y ayudan a regenerar los antioxidantes
primarios (Namal Senanayake, 2013).

Los compuestos que presentan este tipo de actividad cuentan con grupos ciclicos en su
estructura, asi como dobles enlaces y grupos hidroxilo en menor proporcién. Siguiendo
este razonamiento, los flavonoles presentan mds actividad que las flavonas, y éstas
presentan mayor actividad que las iso-flavonas (Matsuda et al., 2003). Por lo tanto, los
compuestos fendlicos, compuestos nitrogenados, vitaminas, terpenoides entre otros
metabolitos presentan considerable actividad antioxidante (Cai et al., 2003; Kamiloglu
et al., 2014; Karadeniz et al., 2015; Miliauskas et al., 2004; Ozkan et al., 2016; Zheng &
Wang, 2001). Dado que el interés por determinar la actividad antioxidante de matrices
alimentarias ha cobrado mayor interés a lo largo del tiempo, varios métodos han sido
desarrollados con este fin. Los principales métodos para medir la actividad
antioxidante se clasifican en dos grandes grupos: los de transferencia de atomos de
hidrégeno (1) y los de transferencia electrénica (2) (Huang et al., 2005; Munin &
Edwards-Lévy, 2011).

Transferencia de hidrégeno, H-atom transfer (HAT): X"+ ArOH = XH + ArO® (1)
Transferencia electrénica, Electron transfer (ET): X" + ArOH > X + ArOH™" (2)
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Los primeros ensayos se basan en una reaccidon competitiva entre el agente
antioxidante y el sustrato por los radicales peroxilo, originados de la descomposicién
térmica de compuestos azoicos (1). Mientras que los segundos, constan de la
reduccion de un oxidante que cambia de color cuando se reduce, siendo la medida de
este color lo que determina la actividad antioxidante de la muestra (2) (Zulueta et al.,
2009). En la tabla 1.7.2.1 se presentan los diferentes métodos de determinacién de
actividad antioxidante clasificados segun su naturaleza.

Tabla 1.7.2.1: Ensayos de actividad antioxidante clasificados segln su naturaleza, tabla
extraida de Prior, 2015.
HAT
ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

TRAP (total radical trapping antioxidant parameter)
Ensayo de blanqueo de crocina (carotenoide)
IOU (inhibited oxygen uptake)

Inhibicién de la oxidacion del 4cido linoleico
Inhibicién de la oxidacién inducida de la LDL
ET

TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)

FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter)
DPPH (diphenyl-1-picrylhydrazyl radical)
CUPRAC (Copper (Il) reducing power)
ABTS (2,2-Azinobis, 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid radical)

Para el analisis de los extractos obtenidos en este trabajo, se seleccionaron los
métodos ABTS (ET), y ORAC (HAT), por lo que al realizar ambos ensayos se obtienen
resultados de dos tipos diferentes de actividad antioxidante que puede presentar la
muestra en estudio. El uso de antioxidantes naturales en la neutralizacién de los
radicales libres (por su actividad de barrido) es un tema de importancia debido a sus
grandes beneficios para la salud, pudiéndose emplear como ingredientes funcionales
en alimentos (Miliauskas et al., 2004).

1.4.3.3 Escision de AGEs entrecruzados (AGE breakers)

Otra forma de inhibir la formacidon de compuestos AGEs es mediante la escisidon de los
AGEs entrecruzados (figura 1.4.2.1, 4). Para ello se estudian los compuestos llamados
AGE breakers, lo que en inglés significa “rompedor de AGEs”. Si bien se conocen varios
compuestos capaces de inhibir la formacion de AGEs en el organismo tanto de
roedores como de seres humanos, no se sabe con certeza que se dé mediante este
proceso (Peyroux & Sternberg, 2006). El compuesto conocido como ALT-711 vy
mencionado en el apartado 1.4.2.1 es el que se maneja como farmaco actualmente,
sin embargo su efectividad contra el desarrollo de nefropatia diabética esta en
evaluacién (Goh et al., 2008). Numerosos otros farmacos se analizaron a lo largo del
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tiempo (sorbinil, ponalrestat y epalrestat), pero ninguno de ellos resulté ser lo
suficientemente efectivo como para generar una disminucidn considerable de AGEs tal
gue pueda ser aplicado en tratamientos contra la nefropatia diabética (Peyroux &
Sternberg, 2006).

1.4.3.4 Bloqueo de receptor RAGE y cadenas de sefializacién
activadas por receptores de AGEs

Este proceso involucra el atrapar a los AGEs antes de que logren llegar a receptores,
inhibir la interaccion del AGE con el receptor e inhibir la cascada de sefializacién
desencadenada por la estimulacién del receptor por compuestos AGE (figura 1.4.2.1, 5
y 6). La forma truncada y soluble del mismo receptor RAGE llamada sRAGE, se utiliza
para capturar ligandos AGEs, y se ha demostrado que en ratones presenta un efecto
supresor sobre la aterosclerosis desarrollada por los animales (Bucciarelli et al., 2002).
Las células del epitelio vascular secretan un tipo de RAGE Ilamado esRAGE
(endogenous secretory RAGE) el cual captura AGEs circulantes provocando efectos
positivos sobre la salud de pacientes con hipertensién, artritis reumatoide e
insuficiencia renal (Peyroux & Sternberg, 2006).

Se ha constatado que el bloqueo del receptor RAGE puede llevarse a cabo mediante el
uso de anticuerpos anti-RAGE, permitiendo la excrecidn de estos compuestos a nivel
urinario (Peyroux & Sternberg, 2006).

La cerivastatina y la curcumina inhiben la sefial de transduccién iniciada por la
interaccion AGE-receptor. En ensayos in vitro se ha comprobado que logran inhibir
completamente la induccidon de NF-kB por parte de estos compuestos (Okamoto et al.,
2002).

1.4.3.5 Disminucién de la glucosa disponible

La disminucién de la glucosa circulante disponible en el organismo es otra forma de
inhibir la formacién de compuestos AGEs (figura 1.4.2.1, 7, 8 y 9), y puede lograrse
disminuyendo su consumo y adquiriendo una dieta balanceada. Asimismo, bajo
condiciones de hiperglucemia, el exceso de la misma se metaboliza hacia sorbitol
mediante la via de los polioles (Cruz Herndndez et al., 2011), lo cual puede dar como
resultado fructosa que conduce a la formacidon de metilglioxal y 3-desoxiglucosona
(Peyroux & Sternberg, 2006).

El establecimiento de un estado de inflamacién y estrés oxidativo crénicos por la
ingesta y desarrollo de compuestos AGEs lleva al progreso de multiples patologias,
entre ellas la aterosclerosis, pilar fundamental para el desarrollo de diversas
enfermedades cardiovasculares.

28

Lic. Agustina lrazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencién y control de enfermedades crénicas no transmisibles.

1.5 Aterosclerosis

La aterosclerosis representa la primera causa de desarrollo de ECVs (Nakano et al.,
2013). Es una reaccion inflamatoria crénica de la pared arterial que se cree causa el
desarrollo de la placa multifocal (Qahtany et al., 2018). La respuesta inflamatoria en el
desarrollo de la aterosclerosis involucra elementos tanto de la inmunidad innata como
de la adaptativa (Libby et al., 2009).

Los estadios primarios de la enfermedad comprenden el aumento del contenido
lipidico en sangre, y por ende un reclutamiento de plaquetas, linfocitos T y monocitos
a los vasos sanguineos mediante la secrecién de quimiocinas (Nakano et al., 2013).
Estas se asocian con las células endoteliales mediante moléculas de adhesién como
por ejemplo VCAM-1 (vascular adhesion molecule), \ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) y P-selectinas, lo que provoca la migracion mediante diapédesis de estas
células al espacio subendotelial (Brien et al., 1993; Mahmoudi, 2018). Las primeras
células en llegar son las plaquetas, sus receptores de membrana (lb e llb/Illa)
interactuan con ligandos presentes en las células endoteliales activandolas. La entrada
de los monocitos al espacio subendotelial es el paso mas importante para el desarrollo
de la aterosclerosis. Las particulas de LDL (low density lipoprotein) circulando en el
torrente sanguineo entran también al espacio subendotelial acumulandose alli y
oxidandose, lo que promueve el desarrollo de la placa de ateroma (Ginter & Simko,
2013). Una vez que los monocitos se ubican en la intima (capa mas interna de los vasos
sanguineos) se diferencian a macréfagos espumosos internalizando las particulas de
LDL oxidadas, secretando a su vez moléculas pro-inflamatorias como lo son la
interleuquina-1 (IL-1) y el TNF-a (tumor necrosis factor-a).

Los mastocitos también tienen un rol activo en el desarrollo de la placa de ateroma. Se
ha encontrado evidencias sélidas de la participacion de este tipo celular en el
desarrollo de aterosclerosis en ratones (Bot et al., 2007; Sun et al.,, 2007). Los
mastocitos favorecen la angiogénesis al secretar histamina y leucotrienos, enzimas
capaces de romper el enlace peptidico con serina en el sitio activo, heparina y
cofactores del factor de crecimiento (Libby et al., 2009).

En las placas de ateroma y nodos linfaticos regionales también se encuentran células
dendriticas, las cuales fagocitan antigenos para presentarselos luego a las células T
inmaduras. Son antigenos caracteristicos en este contexto de inflamacion las proteinas
del shock térmico, fragmentos de lipoproteinas plasmaticas y hasta algunas
estructuras microbianas (Libby et al., 2009). Los linfocitos T CD4+, una vez que logran
llegar al espacio subendotelial, interactian con los macrofagos presentes mediante la
interaccion de receptor de membrana/ligando (CD40/CD40L) amplificando de esta
forma la secrecién de moléculas pro-inflamatorias (Mahmoudi, 2018), lo que genera
una respuesta de tipo Thl que favorece la formacidn de la placa. A su vez, los linfocitos
T CD8+ que logran ingresar al sitio de desarrollo de la placa tienen la capacidad de
destruir células del musculo liso y macrofagos. Un tercer tipo de células T que logran
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ingresar son las reguladoras, las cuales desencadenan una respuesta de tipo Th17 que
contribuye a la respuesta inflamatoria y también a la trombosis (Libby et al., 2009).
Este ambiente pro-inflamatorio desencadena una serie de reacciones que modifican la
estructura de las paredes vasculares y llevan a la formacion de una veta de grasa, la
cual evoluciona en un engrosamiento mayor de la pared que luego termina en fibro-
ateroma y por ultimo la formacion de la placa de ateroma (Qahtany et al., 2018). En la
figura 1.5.1 puede observarse imagenes comparativas de vasos sanguineos sanos y
afectados por aterosclerosis.

"{3..1

Figura 1.5.1: Fotografias de autopsia de una aorta abdominal normal (a) asi como arterias

coronarias normales (b), comparado con autopsia de una aorta abdominal con aterosclerosis
severa (c) y arterias coronarias totalmente obstruidas con aterosclerosis (d). Figura extraida de
Schaefer, 2010.

Otro aspecto del vinculo de la respuesta inmune adaptativa con el desarrollo de la
placa de ateroma es que la respuesta inmune humoral generada por las células B
atenua la propagacién de la aterosclerosis. En pacientes a los que se les ha extirpado el
bazo (llevando a un déficit de células B), esa enfermedad empeora (Caligiuri et al.,
2002). A su vez, se ha constatado que ratones con exceso de lipidos en sangre
presentan una respuesta humoral especifica contra antigenos provenientes del LDL
oxidado (Hartvigsen et al., 2009). Conejos inoculados con ese tipo de antigenos
presentan una atenuacién en el desarrollo de la aterosclerosis, lo cual resulta
interesante para utilizar como terapia contra esta enfermedad (Libby et al., 2009).
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Moléculas con propiedades capaces de aplacar el desarrollo de esta condicién son las
lipoproteinas de alta densidad (high density lipoprotein, HDL), las cuales cuentan con
cierta actividad antioxidante (Gugliucci, 2017). Evitar la oxidacion de este tipo de
moléculas puede ser de gran interés a la hora de prevenir el desarrollo de la
aterosclerosis.

1.6 Lipoproteina de alta densidad (HDL)

Lipoproteinas de alta densidad (high density lipoprotein, HDL), es el término que se
refiere a un grupo altamente heterogéneo de particulas esféricas o discoidales con una
densidad de 1,063 g/mL, conteniendo en su superficie multiples proteinas asociadas
(en su mayoria apolipoproteina A-l o apoA-l) (Baldan & De Aguiar Vallim, 2016;
Gugliucci & Menini, 2015).

El primer paso para la biogénesis de las particulas de HDL es la sintesis de apoA-I por el
higado e intestino, luego la proteina transportadora de esteroles ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1) promueve el transporte de colesterol y fosfolipidos a la apoA-I
pobre en lipidos, conformando la prepf-HDL. A continuacién, el colesterol libre
circulante es esterificado por la enzima lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) y lo
transloca al interior de la particula de HDL, madurando y convirtiéndose en HDL3 y
luego en HDL2 a medida que aumenta de tamafio. Esta HDL2 moviliza mas colesterol
proveniente de macrdfagos y otras células utilizando otros transportadores de
colesterol como el ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1) y scavenger-receptor
class B, type 1 (SR-BI). En el siguiente paso, la HDL2 madura interactua con la enzima
colesterol ester:triacilglicérido transfer protein (CETP) la cual facilita el intercambio de
esteres del colesterol y triglicéridos con las particulas de LDL y VLDL (very low density
lipoprotein). Las mutaciones deletéreas de CETP en humanos se ha visto que generan
hiperalfalipoproteinemia (altos niveles de HDL). Por ultimo, la lipasa endotelial (EL)
remodela las particulas de HDL en particulas mas pequefas, mientras que la lipasa
pancredtica (HL) se encarga de la hidrdlisis de triglicéridos (Baldan & De Aguiar Vallim,
2016; Gugliucci, 2017). Este proceso se ve resumido en la figura 1.6.1, donde se
numera cada uno de los pasos antes mencionados del 1 al 6, figura extraida de
Gugliucci, 2017.
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Figura 1.6.1: Esquema representativo de la biogénesis y metabolismo de la HDL, los pasos
mencionados anteriormente se sefialan numéricamente (1-6). Figura adaptada extraida vy
adaptada de Gugliucci, 2017.

Existen diferentes tipos de HDL, los cuales se componen de proteinas diferentes y
cumplen diversas funciones bioldgicas. Segun el tipo de proteinas asociadas a su
superficie son las actividades en las que participa, jugando roles importantes en la
hemostasis, trombosis, sistema inmune y del complemento, etc. (Gugliucci & Menini,
2015). Muchos estudios demostraron que hay una gran variedad de particulas de HDL
compuestas por diferentes tipos de proteinas (Blanche et al., 1981; Davidson et al.,
2009; Kontush & Chapman, 2006, 2010; Kontush et al. , 2008; Kontush & Chapman,
2008; Navab et al.,, 2011; Ridker et al.,, 2010; Williams & Feldman, 2011). Es
considerada una particula con importantes funciones fisioldgicas como el transporte
inverso de colesterol, varios procesos anti-inflamatorios y la anti-oxidacién controlada
de lipoproteinas (Asztalos, 2010). Se han identificado y clasificado principalmente
segun su tamano, utilizando geles nativos PAGE, y se clasifican en: HDL3c, HDL3b,
HDL3a; HDL2b y HDL2a (Rosenson et al., 2011). Mediante ultracentrifugacién se han
podido separar segun su densidad en dos sub-fracciones: las HDL2 (densidad entre
1.063y 1.125 g/mL) y HDL3 (densidad entre 1.125y 1.121 g/mL) (Fisher et al., 2012).

Con respecto a sus funciones, se ha visto en investigaciones previas que las fracciones
mas grandes de HDL son las que presentan mayor actividad anti-ateroma, debido a
gue en pacientes con enfermedades coronarias (ECs) estos tipos de HDL son los que se
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ven mayormente disminuidos (Rosenson et al., 2011; Brown et al., 2010). Sin embargo,
esto no es del todo claro dado que también se ha visto que la PON1 se une
preferentemente a las particulas HDL3 mds pequeifias, por lo cual presentan mayor
actividad antioxidante (DiMarco & Fernandez, 2015). Ademas presentan un mejor
transporte reverso del colesterol dado que son mejores receptores de colesterol por
parte de los tejidos periféricos, y evitan la formacion de las células espumosas por
parte de los macréfagos disminuyendo el desarrollo de aterosclerosis (Fisher et al.,
2012; Ginter & Simko, 2013; Gugliucci, 2017).

La paraoxonasa 1 (PON1) es una lactonasa y esterasa (dependiente de Ca*) secretada
en el higado hacia el torrente sanguineo donde se asocia predominantemente con la
HDL, un pequefio porcentaje de esta enzima se asocia también a VLDL pero se sugiere
gue esta interaccidn se da como vehiculo para asociarse finalmente a la HDL (Deakin et
al., 2005). Una vez asociada a la HDL, necesita a la apoA-l para activarse
completamente, asi como interactuar con la apolipoproteina J (apol) también presente
en la superficie de estas particulas (Gugliucci, 2017; Gugliucci & Menini, 2015). Las
particulas de HDL que contienen PON1 asociada a apoA-l y apol, presentan actividad
antioxidante, anti-inflamatoria y mejores propiedades transportadoras de lipidos,
también se ha visto que presentan actividad anti-ateroma dado que evitan la
formaciéon de células espumosas por parte de los macréfagos y logra prevenir la
oxidacion de LDL y las membranas celulares (Gugliucci, 2017; Gugliucci & Menini,
2015). Se ha visto que la PON1 esta relacionada a una disminuciéon en el desarrollo de
la aterosclerosis, dado que estudios con ratones knock-out para esta enzima
presentaron un desarrollo acelerado de esta enfermedad (Reddy et al., 2008; Seo &
Goldschmidt-Clermont, 2009; Tward, 2002). En la figura 1.6.2 se resumen las
principales funciones de la HDL, algunas de estas acciones son ejecutadas
directamente por la PON1.

DETOXIFICA
FOSFOLIPIDOS
OXIDADOS

ENDOTELIO MEMBRANAS

CELULARES

PROTECTORA

DETOXIFICA
FOSFOLIPIDOS
OXIDADOS

Figura 1.6.2: Principales actividades fisioldgicas de la HDL conteniendo PON1. Figura extraida y
adaptada de Gugliucci, 2017.
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Multiples investigaciones (Dantoine et al., 1998; Gugliucci et al., 2006; Karabina et al.,
2005) han reportado que en pacientes con ECVs, diabetes e insuficiencia renal, tanto la
cantidad de PON1 y su actividad se ven disminuidas debido a su oxidacién.

Buscar alternativas para evitar la oxidacion de la PON-1 y estudiar el espectro de
particulas de HDL y sus efectos en la salud, resulta de gran importancia a la hora de
disminuir los riesgos de sufrir ECs. El interés por compuestos naturales con
propiedades antioxidantes y antiglicantes cobra cada dia mas interés, se ha constatado
gue fuentes de compuestos de este tipo son las hierbas medicinales (Rodrigues Franco
et al., 2018; Wojdyto et al., 2007; Zheng & Wang, 2001).

1.7 Fitoquimica y hierbas medicinales

La fitoquimica o cura de enfermedades mediante el uso de plantas medicinales, ha
estado presente en la historia de todas las culturas humanas. Sus fundamentos
siempre fueron completamente empiricos, basados en la observacion de sucesos
naturales como la reacciéon de animales al ingerir ciertas plantas o asociaciones
arbitrarias como la similitud de color o de forma con el érgano afectado o con sus
dolencias. El uso de plantas medicinales se remonta a civilizaciones tan antiguas como
la persa (siglo XVII A.C.), y cuyas practicas recogieron luego los egipcios (siglo XVI A.C.).
Gracias a éstos este conocimiento llegd a los griegos, quienes fueron los responsables
de introducirlo en el resto de Europa. A su vez, en el Antiguo Testamento se
encuentran citas de plantas medicinales usadas por los judios mucho tiempo antes de
Cristo. Incluso, se cuenta con informacién que afirma que las primitivas y alejadas
civilizaciones de la India y de China, varios milenios antes de Cristo, también utilizaban
plantas con fines curativos (Arrillaga de Maffei, 1969). Las poblaciones indigenas
latinoamericanas presentan grandes conocimientos referentes a las plantas
medicinales, siendo éstas su principal recurso medicinal. Su modo de preparacion y
aplicacion es una informacién cultural que se transmite oralmente de generacion en
generacién. Su versatilidad es enorme, encontrandose en productos tan diferentes
como pomadas, jarabes, tés, jabones, shampoos, entre otros (Cosme Pérez, 2008).

Se consideran plantas medicinales todas aquellas que en su composicidn presentan un
principio activo que en dosis determinadas tenga efectos curativos sobre los animales.
Se estima que de las 260.000 especies de plantas conocidas hoy en dia, un 10% se
pueden considerar medicinales (Cosme Pérez, 2008).

En América Latina es donde se concentra la mayor variedad de plantas del planeta.
Cuenta con mas de 55.000 especies conocidas, de las cuales aproximadamente 10.000
presentan principios activos con utilidad terapéutica (Barg Venturini & Queirds
Armand Ugdn, 2007). Durante el siglo dieciocho, muchas plantas medicinales fueron
traficadas por parte de la corona Espafiola desde varios paises latinoamericanos. Solo
por nombrar algunas de ellas: diferentes especies de smilax, palo santo (guaiacum), la
cafia fistula (Cassia fistula), canela en rama, etc. (Ganger, 2015).
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En Uruguay existe una gran variedad de hierbas cuyas infusiones se usan para tratar o
curar diferentes afecciones. Los conocimientos actuales sobre el uso popular de
plantas es producto de la diversa constitucion social y cultural del pais, con mezclas de
origen indigena, afroamericano, europeo y criollo. El consumo de plantas medicinales
en el pais se abastece por recoleccidn en su habitat natural o mediante la importacién
de plantas. Un porcentaje menor procede del cultivo de hierbas medicinales en forma
organica. Hoy en dia puede verse en pequefias huertas y jardines, el cultivo de plantas
medicinales a lo largo del territorio (Barg Venturini & Queirés Armand Ugdn, 2007).
Entre los usos que se les ha dado a las plantas medicinales a lo largo de los afos, se
destacan los efectos antiinflamatorios, antivirales, antitumorales, antimalariales y
analgésicos (Raina et al., 2014). Los compuestos activos de dichas plantas
(fitoquimicos) pueden ser simples como los alcaloides, o mas complejos como las
resinas, aceites esenciales, etc. (Cosme Pérez, 2008).

1.7.1 Compuestos fitoquimicos

Los compuestos fitoquimicos son compuestos bioactivos presentes en alimentos de
origen vegetal, los cuales no constituyen nutrientes esenciales para la vida pero
presentan efectos positivos en el organismo. Los compuestos fendlicos son un tipo de
compuestos fitoquimicos que presentan gran capacidad antioxidante, ellos son: los
flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, estilbenos y lignanos, sus estructuras
se muestran en la Figura 1.7.1.1 (D’Archivio et al., 2007). Algunos de estos compuestos
se encuentran especificamente en determinados alimentos (flavanonas en frutas
citricas, isoflavonas en soja, etc.), mientras que otros como la quercetina se
encuentran en una gran variedad de alimentos como vegetales, frutas, leguminosas,
cereales, etc. (D’Archivio et al. , 2010).
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Figura 1.7.1.1: Principales antioxidantes en plantas medicinales. Figura extraida de D’Archivio
et al., 2007 y adaptada.

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes y se encuentran
principalmente en los tejidos de las plantas. Provienen de los aminodacidos aromaticos,
fenilalanina y tirosina (Khoddami et al., 2013). Presentan un esqueleto comun de
carbono que consta de dos anillos benceno (A y B) unidos mediante tres carbonos que
junto con el anillo A forman un pirano llamado anillo C (D’Archivio et al., 2007). Estos
compuestos tienen la capacidad de barrer radicales libres incluyendo los hidroxilo,
peroxilo y superdxido y también pueden quelar metales inactivandolos (Embuscado,
2015). Los flavonoides mas abundantes presentes en plantas son: la quercetina, el
kaempferol, la luteolina y la apigenina (Ozkan et al., 2016). La familia de flavonoides se
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divide en varias subclases, estas incluyen a los flavonoles, iso-flavonoles, flavonas,
flavanoles, flavanonas, antocianinas, antocianidinas, proantocianidinas y catequinas
(Akhlaghi & Foshati, 2017; D’Archivio et al., 2007; Khoddami et al., 2013).

* Flavonoles: presentan un doble enlace entre el carbono 2 y el 3 del anillo Cy un
grupo hidroxilo en la posicion del carbono 3 (figura 1.7.1.1). El compuesto
representante de esta subclase de flavonoides es la quercetina (D’Archivio et
al., 2007).

* |so-flavonoles: presentan similitudes con la estructura del estréogeno y por eso
son capaces de unirse a receptores especificos para esta molécula. Su
estructura incluye grupos hidroxilo en los carbonos 4 y 7 (figura 1.7.1.1). Estan
presentes casi exclusivamente en las leguminosas y son sensibles al calor
(D’Archivio et al., 2007).

* Flavonas: presentan un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C (figura
1.7.1.1). Se encuentran Unicamente en el perejil y el apio por lo que son los
flavonoides menos comunes (D’Archivio et al., 2007).

* Flavanoles: presentan una cadena de tres carbonos saturada y un grupo
hidroxilo en el carbono 3 del anillo C (figura 1.7.1.1), existen en su forma de
monodmero o de polimero (catequinas y proantocianidinas, respectivamente).

Los mas representativos en hierbas medicinales son la galocatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina galato (D’Archivio et al., 2007).

* Antocianinas: son hidrosolubles y son responsables de los colores entre el rojo
y el azul de algunas frutas y plantas. Presentan una glucosa en la posicién del
carbono 3 del anillo C, o en las posiciones 5 y/o 7 del anillo A (figura 1.7.1.1). En
algunos casos aislados se han visto glicosilaciones en las posiciones de los
carbonos 3’-, 4’-, 5’ del anillo B (D’Archivio et al., 2007).

* Antocianidinas: son la forma aglicona de las antocianinas. Estan agrupadas en:

3-hidroxiantocianidinas, 3-deoxiantocianidinas y O-metiladas. Las mas comunes
son la: cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina y malvidina
(Khoo et al., 2017).

Los acidos fendlicos se encuentran en forma de esteres, glicdsidos y aminas. Varian

segun el numero y la locacion de los grupos hidroxilos en el anillo aromatico
(Khoddami et al., 2013). Se dividen en dos grupos: los que derivan del acido benzoico y
los que derivan del cindmico (figura 1.7.1.1) (D’Archivio et al., 2007).

» Acidos hidroxibenzoicos: incluyen a los dacidos galico, vanilico, siringico y

protocatechuico. No son muy abundantes en los alimentos, con la excepcion
del acido galico, el cual se encuentra en plantas medicinales (D’Archivio et al.,
2007; Khoddami et al., 2013).
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» Acidos hidroxicindmicos: incluyen a los acidos ferulico, cafeico, p-cumarico y

sindpico, siendo el cafeico el mas abundante de ellos. A su vez, este ultimo
puede combinarse con el acido quinico para generar acido clorogénico,
abundante en frutas, en el café y en el mate (D’Archivio et al., 2007; Khoddami
et al., 2013).

El tirosol (4-hidroxifeniletanol) y el hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) son los
principales alcoholes fendlicos. Se encuentran principalmente en el aceite de oliva

extra virgen, también en el vino y la cerveza (D’Archivio et al., 2007).

Los estilbenos son metabolitos secundarios de las plantas, sintetizados como respuesta
ante patogenos. El principal representante de éstos es el resveratrol (figura 1.7.1.1),
gue existe tanto en forma cis o trans como glicosilado (D’Archivio et al., 2007).

Los lignanos son el resultado de la dimerizacion oxidativa de dos unidades de
fenilpropano (figura 1.7.1.1). La microflora intestinal metaboliza a los lignanos
originando enterodiol y enterolactona (D’Archivio et al., 2007). Su estudio resulta de
gran interés dado que se ha visto que presentan actividad antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, etc. (Marcotullio et al., 2018). A su vez, también se ha
visto que presentan actividad anti-cancerigena (Rauf et al., 2018).

1.7.2 Compuestos fendlicos y regulacion de la formacion de AGEs

Muchos de los compuestos fendlicos introducidos en el apartado 1.7.1 presentan no
solo actividad antioxidante, sino también actividad antiglicante (Ramkissoon et al.,
2013; Rasheed et al., 2018; Su-Chen et al., 2014). Matsuda et al., 2003 determinaron
que las flavonas presentan mayor actividad antiglicante que los flavonoles, flavanoles e
iso-flavonoles. A su vez, constataron que grupos hidroxilo en los carbonos 3, 4,5y 7
(figura 1.7.1.1) favorecen esta actividad, mientras que la metilacién y glucosilacion del
hidroxilo en la posicidn 4 puede disminuirla. La actividad que presentan las flavonas es
mayor que las correspondientes a los flavonoles, flavanonas e iso-flavonas (figura
1.7.1.1). En la figura 1.7.1.2 se presentan diferentes compuestos fendlicos con
actividad inhibitoria de la formacién de AGEs y a qué nivel del proceso de formacién
actuan.
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Figura 1.7.1.2: Proceso de formacidn de los AGEs y algunos compuestos fitoquimicos
conocidos por inhibir la reaccion de glicacion en diferentes etapas, figura extraida y adaptada
de Chinchansure et al., 2015.

1.7.3 Hierbas medicinales de uso comun en Uruguay y la region

Como se menciond anteriormente, las hierbas medicinales se utilizan mucho en
Uruguay y la regién con diversos propdsitos, siendo la mds popular y consumida la
yerba mate (llex paraguariensis). Se utiliza para preparar “mate”, una bebida muy
consumida en Brasil, Paraguay, Argentina y Uruguay, donde se estima que el consumo
per cdapita llega al litro por dia. Muchas poblaciones indigenas utilizaban esta hierba
con fines curativos frente a numerosas patologias (Mateos et al., 2018). Resulta muy
interesante, dado que muchos estudios destacan su gran cantidad de compuestos
fendlicos y su importante actividad antioxidante (Bremer Boaventura et al., 2015;
Colpo et al., 2016; Ghassan Riachi & Bastos De Maria, 2017; Mateos et al., 2018; Reis
et al., 2015). Extractos acuosos de esta hierba cuentan ademds una gran actividad
antiglicante, evitando la reaccidon de glicacidn entre el metilglioxal y la proteina de
suero bovina (BSA, su sigla en inglés) (Gugliucci et al., 2009; Lunceford & Gugliucci,
2005). Asimismo, se ha constatado que la inhibicidn de la reaccion de glicacién entre
proteinas y fructosa o glucosa también se da dentro del tracto gastrointestinal,
reduciendo notablemente la formacién enddgena de compuestos AGEs (Bains &
Gugliucci, 2017). Ademas, el estudio realizado por Menini et al., 2007 demuestra que
extractos acuosos de esta hierba resultan ser efectivos en reducir la oxidacion de la
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PON-1. Con todos estos datos sobre llex paraguariensis, se decidid seleccionar otras
hierbas de alto consumo en la zona para poder analizar mas en profundidad, y en un
futuro utilizar como fuente de ingredientes funcionales en alimentos capaces de
prevenir el desarrollo de ECNTSs.

Peumus boldus Mol., mejor conocida como boldo, es una planta comin de América
Latina y esta presente en el territorio uruguayo. Las infusiones acuosas de boldo se
utilizan como estimulante digestivo, diurético, calmante, y en tratamientos para
desérdenes hepaticos y de vesicula biliar (Soto et al., 2014). Estudios indican que las
hojas de esta hierba poseen mas de 30 compuestos como glicésidos de quercetina,
derivados de kaempferol, acidos fendlicos y pro-antocianidinas, lo que se traduce en
una gran actividad antioxidante incluso protegiendo contra la toxicidad mitocondrial
inducida por hierro, efectos quimiopreventivos y antibacteriales (O’Brien et al., 2006;
Rodriguez Vaquero et al., 2010; Simirgiotis & Schmeda-Hirschmann, 2010; Vargas
Klimaczewski et al., 2014).

Mentha x piperita L., o menta, es otra hierba de alto consumo en la regién. Es un
hibrido ente Mentha aquatic y M. spicata L y es originaria de la zona Mediterranea, sin
embargo hoy en dia se encuentra en todo el mundo (Damjanovic-Vratnica et al., 2016).
Tradicionalmente esta hierba y su aceite se han utilizado como antiespasmadico,
antiséptico, asi como en tratamientos contra el cdncer, dolores estomacales, de
garganta, etc. (DAMJANOVIC-VRATNICA et al., 2016). Muchos estudios sugieren que
presenta actividad antibacteriana, asi como una gran actividad antioxidante capaz no
solo de inhibir la formacién de “NO, sino también de contrarrestar sus efectos
negativos (Figueroa Pérez et al., 2014; Najafian et al., 2016; Neeraj et al., 2008; Uribe
et al., 2016).

A diferencia de la Mentha x piperita L., Baccharis trimera lless. o carqueja es una planta
nativa del sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina (De Oliveira et al., 2012).
Infusiones acuosas con las partes aéreas de esta planta se usan tradicionalmente no
solo para tratar problemas gastrointestinales y hepaticos, sino también frente a
procesos inflamatorios (Abad & Bermejo, 2006). Numerosos trabajos han demostrado
su actividad antiinflamatoria tanto del extracto acuoso como del etandlico, su
proteccién contra las lesiones ulcerosas gastricas, asi como su poder analgésico,
antioxidante y antihepatotdxico (De Oliveira et al., 2012; dos Reis Livero et al., 2016;
Da Cruz Padua et al., 2014; Rabelo et al., 2017; Sabir et al., 2017).

Para la realizacién de este estudio, se utilizaron dos solventes, agua destilada a
temperatura de ebullicion y etanol 95% a temperatura ambiente. El primer solvente se
seleccioné dado que ademas de lograr extraer compuestos altamente polares, de esa
forma se podria estudiar lo que se ingiere al preparar una taza de té, y qué efectos
presenta en el organismo este consumo. El etanol 95% se seleccioné dado que permite
la extraccién de compuestos polares y semipolares como flavonoides, alcaloides,
flavonas, polifenoles y taninos, y a su vez se vio que extractos de estas caracteristicas
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exhiben actividades antioxidantes y antiglicantes interesantes en varias hierbas
(Franco et al., 2018).

Los compuestos fendlicos con propiedades bioactivas, pueden ser utilizados en la
formulacion de alimentos funcionales de forma de prevenir el desarrollo de multiples
enfermedades. Por lo tanto, debe estudiarse su comportamiento a lo largo del tracto
gastrointestinal una vez que fueron consumidos de forma de determinar si contintan
presentando bioactividad al alcanzar e intestino y ser finalmente absorbidos. En el
siguiente apartado se introducird el aparato digestivo con los drganos que lo
componen, asi como los conceptos de bioaccesibilidad y biodisponibilidad.

1.8 Bioaccesibilidad y biodisponibilidad
1.8.1 Breve descripcion del aparato digestivo

El aparato digestivo es un conjunto de drganos destinados al procesamiento vy
asimilacién de los alimentos, convirtiéndolos en sustancias mds simples capaces de ser
utilizadas como energia por el organismo. Conforman un tubo que abarca desde la
boca al ano por donde el alimento circula y sufre modificaciones, de forma de que el
organismo pueda obtener los nutrientes necesarios. A lo largo de este pasaje se da el
proceso de digestién, que se define como el desglose de los principales componentes
de los alimentos (glucidos, proteinas y lipidos) en unidades mas sencillas, su absorcidn
a través de las paredes intestinales y su transporte por la sangre (Campbell & Reece,
2007; Cannon, 2013).

El tracto se compone de cuatro capas de tejido: la mas externa se llama serosa y forma
parte de un gran tejido llamado peritoneo, el cual recubre los érganos internos y los
ancla a las paredes abdominales mediante extensiones llamadas mesenterios. La capa
muscular se compone de musculos circulares y longitudinales, y sus contracciones
ayudan al pasaje del alimento a lo largo del tracto. La tercera capa se llama submucosa
y es donde se encuentran los vasos sanguineos y linfaticos y los nervios. La cuarta capa
y mas interna, se llama mucosa y cuenta con glandulas dado que es la que se encarga
de secretar sustancias y absorber los nutrientes (Scheirer Ed.D., 2013).

El tubo se divide en varias secciones especializadas para cumplir diferentes funciones
en el procesamiento del alimento. El proceso de digestién comienza en la boca al
ingerir el alimento y finaliza en el intestino delgado, produciéndose modificaciones
fisicas y quimicas de dicho alimento durante su pasaje.

Los drganos que forman parte del aparato digestivo son:

* Bocay gldndulas salivales: en esta cavidad se lleva a cabo la primera etapa de la

digestion. Las glandulas salivales generan saliva la cual sirve para lubricar la
cavidad y al interactuar con el alimento lo transforman en bolo alimenticio. La
saliva tiene un pH entre 6,5 y 7 y contiene numerosas enzimas capaces de
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alterar quimicamente los componentes del alimento. Una de las enzimas mas
importantes es la amilasa, la cual se encarga de degradar polisacaridos
(especialmente el almidén) a compuestos mas pequefios.

Faringe: es un dérgano con forma de tubo que conecta la cavidad bucal y las
fosas nasales con el eséfago y la laringe, respectivamente. Es parte tanto del
aparato digestivo como del respiratorio, siendo estas diferentes vias separadas
por una estructura cartilaginosa llamada epiglotis.

Esofago: es un d6rgano también de forma tubular por donde circula el bolo
alimenticio luego de atravesar la faringe hasta llegar al estdmago. Presenta
movimientos musculares capaces de hacer avanzar al bolo a lo largo del
recorrido y ademas ayuda a su procesamiento (Cannon, 2013).

Estdmago: es el drgano que recibe al alimento una vez que éste atraviesa el
esofago y se encarga de mezclar, almacenar y procesar los alimentos
transformandolos en quimo (papilla pastosa). Tiene forma de J y se divide en 5
areas: Cardias (orificio que conecta con el eséfago), Fundus, Cuerpo, Antro y
Piloro (esfinter que comunica con el duodeno). Contiene jugo gastrico, el cual
entre otros componentes presenta acido clorhidrico que disminuye el pH a un
valor aproximado de 2, y junto con los movimientos peristalticos se encargan
de procesar el alimento. Dicho jugo contiene ademds enzimas proteasas (como
la pepsina) las cuales se encargan de degradar las proteinas presentes en el
bolo. A su vez, la digestion de los lipidos continla en este érgano gracias a la
lipasa gastrica. El vaciado se da de forma paulatina y demora aproximadamente
2 horas (Cannon PhD, 2013).

Pancreas: es una glandula asociada al duodeno. Se encarga de producir jugo
pancreatico que se libera en el intestino y ayuda a digerir el quimo. A su vez,
este drgano regula la concentracion de glucosa en sangre mediante la secrecion
de enzimas como la insulina y el glucagon.

Higado: es un érgano que presenta cuatro Iébulos: el derecho, el izquierdo, el
cuadrado y el caudado. Produce y excreta (junto a la glandula biliar) una
secrecion llamada bilis, la cual tiene el rol de emulsionar los alimentos y de esta
forma permite que se absorban mejor los acidos grasos. Estd compuesta de
agua, colesterol, lecitina, pigmentos biliares (bilirrubina y biliverdina), sales
biliares (glicolato de sodio y taurocolato de sodio) e iones bicarbonato.

Vesicula biliar: es un dérgano hueco y pequeio situado debajo del higado,
comunicado con éste y el duodeno (mediante un conducto llamado colédoco).
Su rol es el de acumular y almacenar la bilis producida por el higado y secretarla
hacia el duodeno durante el proceso de digestion.

Intestino delgado: es un drgano tubular que puede llegar a medir entre 6y 7

metros y de 2,5 a 3 centimetros de diametro. A lo largo de este érgano se
continua con el proceso de digestion, pero a su vez también se comienza con la
absorcion de nutrientes. Sus paredes presentan vellosidades especializadas
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para aumentar el area de contacto con el alimento para que el proceso de
absorcion sea mas efectivo. Consta de tres secciones: el duodeno que es la
primera porcién del intestino delgado, mide entre 25 y 30 centimetros y es
donde se secretan la bilis y el jugo pancreatico para su interacciéon con el
quimo. El yeyuno es la porcion que continda al duodeno y su funcién es la de
absorber los nutrientes del bolo alimenticio. El ileon es la ultima porcién del
intestino delgado, aqui también se da la absorcidn de nutrientes.

* Intestino grueso: es un organo también tubular que continta al intestino
delgado, abarca desde la vdlvula ileocecal hasta el recto. Consta de diferentes

secciones: ciego, ascendente, transverso, descendente, colon sigmoideo vy
recto. Tiene una longitud entre 120 y 160 centimetros y un diametro no mayor
a 3 centimetros menos en el ciego donde llega a medir 6 o 7 centimetros. Su
funcidn es la de absorber minerales, agua y vitaminas Ky B12 liberadas por las
bacterias presentes en el colon.

* Ano: es la abertura final de tracto gastrointestinal.

En la figura 1.8.1 puede verse el aparato digestivo completo con todos los drganos que
lo componen.

Glandulas
salivales

Boca
Faringe

Estémago Esofago

Higado

Intestino / ! % Pancreas
delgado v I

[ntestino
grueso

Figura 1.8.1: Esquema representativo del aparato digestivo y los érganos que lo componen
(Derrickson & Tortora, 2006)

Existen diferentes formas de simular las condiciones del tracto gastrointestinal de
forma de estudiar la estabilidad de ciertos compuestos al ser ingeridos, y si los mismos
logran presentar actividad una vez alcanzado el intestino. Hollebeeck et al., 2013
recopilaron varias condiciones de pH, tiempos de digestién y concentraciones
enzimaticas utilizadas por diferentes estudios de simulacidon gastrointestinal y
determinaron que las mejores obtenidas fueron tres etapas: una salivar (pH= 6,9),
gastrica (pH= 2) y duodenal (pH= 7), utilizando a-amilasa en la primera, pepsina
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extraida de mucosa gastrica porcina en la segunda y pancreatina de pancreas porcino y
bilis bovina en la tercera. Se aplicd también agitacién a 350 rpm y se mantuvo durante
todo el tiempo a 37°C. Actualmente se han realizado numerosos estudios utilizando
este tipo de simulaciones para analizar gran variedad de matrices alimentarias (Ariza et
al., 2018; Celep et al., 2018; Celep et al., 2015).

1.8.2 Procesos de simulacidn gastrointestinal

Cuando se consume un alimento se debe tener en cuenta que éste sufrird
modificaciones a medida que atraviesa el tracto gastrointestinal, por lo que no la
totalidad de los compuestos presentes en la matriz alimentaria lograran llegar hasta el
intestino para ser absorbidos, o incluso pueden no presentar actividad bioactiva una
vez absorbidos por las células epiteliales intestinales.

1.8.2.1 Definiciones

Para poder entender mejor la interaccidn entre los alimentos y las paredes intestinales
se definiran dos conceptos clave:

* Bioaccesibilidad: es la fraccién de un constituyente alimentario que se libera de

la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal quedando disponible para su
absorcién (Ariza et al., 2018).
* Biodisponibilidad: fraccidn de un determinado compuesto o su metabolito que

alcanza la circulacién sistémica sin considerar la bioactividad. La
biodisponibilidad de los compuestos de la dieta depende de su estabilidad ante
la digestién, la forma en que se liberan de la matriz alimentaria
(bioaccesibilidad) y su habilidad para ser absorbidos por las células del intestino
(Ariza et al., 2018).

En el caso de consumir compuestos con actividad bioactiva, lo primordial o mas
esperado es que éstos no solo logren llegar a estar bioaccesibles, sino que ademas
sean biodisponibles, se logre verificar su presencia en la sangre del individuo y los
efectos que causan en el organismo. No siempre ocurre que la bioaccesibilidad de los
compuestos es la suficiente por pérdida de los mismos a lo largo de tracto
gastrointestinal, y ademds pueden llegar a perder actividad y no causar los efectos
deseados una vez absorbidos.

El metabolismo de compuestos como los fitoquimicos varia segln su estructura y
naturaleza. Los flavonoides, por ejemplo, generalmente se presentan glicosilados o
también en forma de agliconas, lo que los hace mas voluminosos al atravesar las
membranas por lo que su actividad bioactiva puede no ser tan eficaz en el organismo.
Asimismo, la glicosilacion aumenta su solubilidad en agua, lo que favorece su
absorcion por las paredes intestinales (Hodnett et al., 2013). Estos compuestos pueden
ser hidrolizados por enzimas o micoorganismos de la flora normal y pueden ingresar a
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los enterocitos mediante transporte de glucosa sodio-dependiente. Luego de perder la
glicocilacién, muchos de los flavonoides agliconas sufren conjugaciones en el higado y
enterocitos como proceso detoxificante del organismo. Al conjugarse, estos
compuestos pierden significativamente su actividad antioxidante y dado que todo
compuesto con actividad antioxidante puede también generar oxidacién, este proceso
sirve como detoxificacion. A su vez, la conjugacién favorece su excrecion en la orina lo
gue los hace poco abundantes en plasma (1uM) (Akhlaghi & Foshati, 2017). Se ha
constatado que los flavonoides que mejor absorcion intestinal presentan son el acido
galico y las isoflavonas, seguidas por las catequinas, flavanonas y los glucdsidos de
quercetina (Manach et al.,, 2005). La absorcidon de las pro-antocianidinas y las
antocianinas es muy baja, se ha estudiado que la absorcién de estas ultimas al
consumir jugo de grosella negra es cerca del 1% (Matsumoto et al.,, 2001). Los
metabolitos de quercetina son expulsados muy lentamente, teniendo una vida media
en plasma de 11 a 28 horas (Manach et al., 2005).

A nivel sistémico, los conjugados de flavonoides pueden unirse a receptores celulares
acumulandose ante prolongadas ingestiones, lo que puede favorecer sus efectos
bioactivos al llegar a concentraciones de orden micromolar. A su vez, gracias a su
naturaleza hidrofdbica, pueden insertarse en las membranas celulares y retrasar su
excrecion (Akhlaghi & Foshati, 2017).

El estudio de estos dos parametros a la hora de evaluar la eficacia de ciertos
compuestos bioactivos en el organismo es fundamental.
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2 Objetivo

Obtener extractos capaces de inhibir la formacidn de los compuestos AGEs, a partir de

hierbas medicinales de uso frecuente en nuestro pais (Mentha x piperita L., Baccharis

trimera lless. y Peumus boldus Mol.), proporcionando la base cientifica para su

aplicacion en alimentacion y salud.

2.1 Objetivos especificos

1.

Identificar, cuantificar y caracterizar los principales compuestos bioactivos
presentes en extractos obtenidos mediante diferentes métodos de
extraccion (convencionales y asistidos por ultrasonido), comparar las
caracteristicas bioactivas de cada uno y seleccionar los mas efectivos.
Evaluar las actividades antioxidante, antiglicante y anti-inflamatoria de los
extractos seleccionados antes y después de haber sido sometidos al proceso
de simulacién gastrointestinal.

Evaluar el poder antiglicante del extracto seleccionado frente a AGEs
originados por la fructosa a nivel del tracto gastrointestinal.

Evaluar la hipdtesis de que los extractos obtenidos de las hierbas logran
evitar la oxidacion de la proteina PON-1 del complejo HDL, asi como
también evitar posibles cambios conformacionales en dicho complejo.
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3 Materiales y métodos
3.1 Equipos

Para la realizacién de este trabajo de maestria se utilizé el siguiente equipamiento: en
todos los casos las medidas de masa se realizaron en balanza analitica Shimadzu®,
modelo Uni Bloc ATX224. Para la preparacion de la muestra, se utilizé un molinillo
marca Fagor®, modelo ML-2006 X. Las muestras en etanol 95% fueron rotavaporadas
en un rotavapor marca IKA® y modelo RV 10, con bafio de agua modelo HB 10. En la
determinacién del contenido proteico total, se utilizaron tubos de vidrio para Kjeldahl
marca Tecator®, asi como el digestor (Tecator® 1007 Digestion System 6) y el
destilador (Tecator® 1002 Kjeltec System). Para la determinacidn de lipidos totales, se
utilizé una estufa 105°C marca Edelstahl® y modelo Rostfrei, el rack de planchas
calefactoras donde los extractores se ensamblan junto con el condensador es de marca
Quimis®, modelo Q.308.26. La mufla utilizada tanto para la determinacién de
minerales por via seca como para la determinacién de fibra dietética total es de marca
Thermolyne® y modelo FA 1780. El filtro utilizado para la determinacién de fibra es de
marca Tecator® y modelo Fibertec, mientras que el bafo de agua es marca Stuart® vy
modelo 230VAC. Para la realizacién de los extractos por ultrasonido, se utilizéd un
equipo SONICS®, modelo Vibra-Cell Processors VCX 500/VCX 750, todos los extractos
fueron liofilizados en un equipo marca BIOBASE® y modelo BK-FD10S. Para las
determinaciones espectrofotométricas, se utilizéd un lector de placas marca Thermo
Scientific®, modelo Multiskan FC. En la identificacidn y cuantificacién de compuestos
fendlicos se utilizé un equipo de HPLC-DAD marca Agilent Technologies® y modelo
1260 Infinity, con una bomba modelo G1311C, un inyector automatico modelo
G1329B, un horno modelo G1316A, y un detector de arreglo de diodos modelo
G1315D. Las determinaciones espectrofluorimétricas se realizaron en un lector de
placas de fluorescencia marca Thermo Scientific®, modelo Varioskan®. En las
simulaciones digestivas se utilizé una centrifuga marca Thermo Scientific®, modelo
Sorvall ST 8R. Las lecturas espectrofotométricas en el tiempo, para medir la actividad
arilesterasa de la PON-1 y seguir la oxidacion del complejo HDL se realizaron en un
lector de placas marca BioTek®, modelo Synergy H1. El andlisis estructural del
complejo HDL en condiciones nativas se llevé a cabo utilizando el kit Lipoprint HDL
Subfractions* Test, de la marca Quantimetrix®. Por ultimo, el analisis de la actividad
anti-inflamatoria de los extractos utilizando células se realizé con campana de flujo
vertical clase Il tipo A/B3, marca NUAIRE y modelo UN-425-400E. Las medidas de
fluorescencia se tomaron utilizando un citémetro de flujo modelo FACScan, marca
Becton Dickinson®.
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3.2 Reactivos

El reactivo Folin-Ciocalteu, el acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS), el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (Trolox), 2,2 -azobis
(2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1), la
fluoresceina, la proteina de suero bovino (BSA), el metilglioxal (MGO), la
aminoguanidina (AG), el fenilacetato, asi como los patrones utilizados en la
determinacién mediante HPLC-DAD (acido gdlico, quercetina, rutina, boldina, acido
clorogénico y acido cafeico), la célite y las enzimas utilizadas para la determinacion de
fibra dietética total (a-amilasa, proteasa y aminoglucosidasa), de igual manera que la
pancreatina, pepsina y bilis utilizadas para la simulacion digestiva son marca SIGMA-
Aldrich® (St. Louis, MO, USA). El persulfato de potasio (K;S,0s) utilizado para activar el
ABTS, sulfato de cobre (CuSQO,) y sulfato de potasio (K,SO4) utilizados como
catalizadores para el método de Kjeldahl se obtuvieron de J. T. Baker. El resto de los
qguimicos que se utilizaron son de calidad para analisis. Para el analisis con células se
utilizé el medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 marca Capricorn
Scientific suplementado con 1% streptomicina/penicilina y 10% de suero fetal bovino
(SFB) marca Capricorn Scientific.

3.3 Preparacion de la muestra

Hojas deshidratadas de Mentha x piperita L., Peumus boldus Mol. y Baccharis trimera
lless. de uso comercial Cabral® (Montevideo, Uruguay), se trituraron con molinillo a
una potencia de 130W vy frecuencia de 50Hz durante 30 segundos, llegando a un
tamafo de particula fino. Una vez trituradas, las muestras se almacenaron a 4°C en
frascos de vidrio.

3.4 Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima
3.4.1 Contenido proteico total

La determinacién del contenido proteico total de las hierbas, se realizé el andlisis del
contenido de nitrégeno total por el método 920.105 de Kjeldahl (N: 4.38)
recomendado por la AOAC, 1990. Se masaron 0,8 gramos de muestra, y se
introdujeron en tubos Kjeldahl junto a 7,8 gramos de catalizador (mezcla de 0.4/3.5g
de sulfato de cobre y sulfato de potasio), 20mL de acido sulfirico concentrado y 20
gotas de siliconas. Los tubos se colocaron en un digestor, con extractor de gases y se
incubd durante 1 hora y 45 minutos utilizando un gradiente de temperatura. Una vez
terminado el tiempo de incubacién, se apagé el digestor y se dejé enfriar las muestras
hasta llegar a temperatura ambiente. Luego de la digestidn, se procedio a la destilacién
de las muestras en un destilador Kjeldahl. Se adicioné a cada muestra 50mL de agua
destilada, luego se colocé el tubo en el destilador, y se dispensé 100mL de NaOH 33%.
En la placa colectora se colocd un matraz con 25mL de la solucién de acido bérico 4% y
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dos o tres gotas de indicador mixto (azul de metileno 0,2% y rojo de metilo 0,2%), se
notd un viraje del color verde al rosado por parte del indicador (lo que marca el pasaje
del NH," presente en la muestra a la solucién de acido bérico), a partir de ahi la
destilacién durd aproximadamente 3 minutos, luego se tituld con una solucién de
acido clorhidrico de 0,1 0 0,5N previamente estandarizada.

El porcentaje de nitrégeno presente en la muestra se calculd segun la siguiente
ecuacion:

Donde G es el gasto, N es la normalidad de la solucion de acido clorhidricoy T es a
toma de ensayo de la muestra en gramos.

Luego de realizado el calculo del porcentaje de nitrégeno en la muestra, este valor se
multiplicé por un factor (F) segln sea la muestra para determinar el porcentaje de
proteinas, en este caso F= 6,25.

%P = %N x F
3.4.2 Contenido lipidico total

El contenido de lipidos totales se realizd mediante el método gravimétrico de Soxhlet
(AOAC, 1990). Se colocaron 4 gramos de muestra en cartucho de papel filtro y éste
dentro del extractor Soxhlet. Se coloco el extractor sobre un balén de fondo chato
(previamente secado en estufa a 1052C durante 30 minutos y masado), se agregd una
descarga y media del extractor de éter de petréleo (P.E. 60-80°C). El sistema se
ensambld a un condensador y se colocé finalmente, sobre plancha calefactora donde
se incubd durante 6 horas. Se ajustd el calor de la plancha para que la velocidad de
condensacion sea de unas 2-4 gotas por segundo. Una vez finalizada la incubacion, se
retird el sistema de la plancha y se removidé completamente el éter de los balones de
recoleccidn utilizando rotavapor, luego se colocé en estufa a 1059C por 15 minutos.
Finalmente, se retird el baldn de la estufa, se dejo enfriar en desecador durante 15 a
20 minutos y se maso con el extracto etéreo.

3.4.3 Determinacion de minerales por via seca

La determinacién de minerales por via seca se realizd por incineracion a 500 + 15°C
(AOAC, 1990). Previamente, se incubaron los crisoles de porcelana durante 8 horas en
mufla a 5002C. Luego de haber sido retirados, se dejaron enfriar en desecador y se
masaron en balanza analitica. Se agregaron 3 gramos de muestra en cada crisol y se
colocaron sobre llama hasta que dejé de emanar humo blanco, luego se incubaron en
mufla a 50092C durante 12 horas. Nuevamente se retiraron, se dejaron enfriar en
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desecador y se masaron en balanza analitica. El contenido de minerales se calculd
como:

m crisol y muestra final (g) — m crisol inicial (g)
Y%Mi les = 100
roMinerales ( m muestra inicial (g) *

3.4.4 Contenido de fibra dietética total

La determinacién de la fibra dietética total se realizé siguiendo el método enzimatico
de Prosky modificado (AOAC, 1990). 1 gramo de muestra se colocé en frascos
especificos para filtro Tecator®, se afadié 50mL de buffer tampdn fosfato
(Na;HPO4/NaH,PO,4) 0,08M y pH= 6, y 100uL de a-amilasa y se homogeneizd bien. Se
incubd durante 30 minutos en bafio de agua a 952C con agitacién de 200 rpm. Al
finalizar la incubacién, se dejé enfriar los frascos, se ajustd el pH a 7,5 + 0,2mL
mediante el agregado de NaOH 0,275N. Inmediatamente antes del uso, se realizd una
solucion disolviendo 50mg de proteasa en 0,8mL de tampodn fosfato, se agregd 100ulL
de dicha solucién a cada frasco. Se volvid a incubar en bafio de agua durante 30
minutos con agitacién de 200 rpm, pero esta vez a 602C. Nuevamente se dejé enfriar
los frascos, y se ajustd el pH entre 4,0 y 4,5 agregando HCI 0,325N, seguidamente se
agrego6 100ulL de amiloglucosidasa. Se incubd nuevamente en bafo de agua durante 30
minutos con agitacion de 200 rpm a 602C. Una vez finalizada la incubacion, se dejaron
enfriar los frascos y se agregd 400mL de EtOH 95% a cada uno, se incubd durante toda
la noche a temperatura ambiente.

Paralelamente, se muflaron crisoles de vidrio con 0,5mg de célite, durante 4 horas a
5009°C.

Se lavod con EtOH 78% la célite presente en los crisoles, luego se colocaron en el filtro
Tecator, con su frasco correspondiente. Se realizo la filtracion, una vez que el residuo
insoluble se recolecté en los crisoles, se los enjuagd dos veces con EtOH 78%, luego
con EtOH 95%, y por ultimo con acetona. Se incubaron los crisoles con el residuo en
estufa de 1052C durante toda la noche, luego se dejaron enfriar en desecador y se
masaron en balanza analitica.

Con la mitad de los crisoles se realizé la determinacidn de proteinas totales mediante
Kjeldahl, como se detalla en el apartado 3.4.1. Con la otra mitad de los crisoles se
realizd la determinacién de minerales por via seca, como se detalla en el apartado
3.4.3. Ambos valores se restaron al peso obtenido del residuo inicial.

3.4.5 Contenido de humedad total

El contenido de humedad total se realizd mediante el método de destilacion (AOAC,
1990), utilizando una trampa de agua Bidwell-Sterling conectada a un condensador. Se
pesd 5 gramos de muestra y se los incubd a ebullicion (temperatura mayor a 110,6°C)
sobre plancha calefactora con 75mL de Tolueno durante 5 horas.

El contenido de humedad se obtuvo como sigue:

50

Lic. Agustina lrazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencion y control de enfermedades crdnicas no transmisibles.

V agua recolectado (mL) .100
%Humedad =

g de muestra
3.4.6 Determinacion de glucidos totales

Los glucidos totales se calcularon por diferencia:

%Glucidos = 100 — %Proteina — %Minerales — %Lipidos — %Humedad — %Fibra
3.5 Preparacion de los extractos

Las extracciones se realizaron con una proporcién masa:volumen de 1:50, por
maceracion convencional (agua destilada 3 minutos a ebulliciéon) y EtOH 95% (24 horas
a temperatura ambiente); y mediante extraccion asistida por ultrasonido utilizando
potencia de 100W, frecuencia de 20Hz y pulsos de 10 segundos durante 1, 2 y 3 horas
en los mismos solventes, manteniendo la temperatura de trabajo a 25 + 5°C. Los
extractos obtenidos fueron filtrados, congelados vy liofilizados durante 96 horas. Las
muestras en etanol 95% luego de haber sido filtradas, se las rotavapord con bafio de
agua a 60°C y se resuspendieron en agua destilada antes de congelarlas vy lifofilizarlas
durante 96 horas.

3.6 Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos obtenidos luego de la liofilizacién se calculd segln la
siguiente ecuacion:

mExtracto x 100

%Rendimiento =
mMuestra

3.7 Determinacion del contenido de polifenoles totales

La cantidad de polifenoles totales se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu
segun Slinkard & Singleton, 1977. Esta técnica se basa en una reaccién de
reduccidon/oxidacion entre los polifenoles presentes en la muestra y el reactivo de
Folin-Ciocalteu. Dicho reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico (Na;WOQ,) y
molibdato sédico (NaMoO,;) en acido fosfdrico, lo cual da lugar al A&cido
fosfomolibdotlngstico de color amarillo. Este acido al ser reducido por los grupos
fendlicos presentes en la muestra, origina un complejo de color azul, cuya intensidad
es la que se mide para evaluar el contenido en polifenoles totales mediante
espectrofotometria UV-Vis a 750nm.

Como estandar de referencia se utilizd acido gdlico. Para realizar la curva de
calibracidn, se utilizaron concentraciones de acido gélico patrén entre 0,05y 1mg/mL.
Las muestras o la solucidn patron (10uL) se mezclaron en el pocillo con 200uL de
Na,COs; 20% en una placa de 96 pocillos, 2 minutos luego, se agregaron 50uL de
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reactivo Folin-Ciocalteu diluido al quinto. Luego de incubar durante 30 minutos en
oscuridad, las lecturas se realizaron a 750nm utilizando el lector de placas.

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE)/g muestra
seca.

3.8 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

La identificaciéon y cuantificacién de los compuestos fendlicos presentes en los
extractos de las hierbas, asi como de los extractos una vez sometidos al proceso de
simulaciéon digestiva, se realizdé mediante HPLC-DAD (con detector de arreglo de
diodos), siguiendo el método propuesto por Reza et al., 2015. Se inyectaron 20ul de
los extractos (o digeridos) a una concentraciéon de 5mg/mL, las corridas tuvieron una
duracion total de 55 minutos, y un flujo de ImL/min. La columna utilizada fue una C18
de 5um y 4,6 x 250mm marca Phenomenex®, las longitudes de onda medidas fueron
285, 290 y 370nm. Se utilizdé un programa de gradiente de fase mévil (tabla 3.8.1) con
los siguientes solventes: acetonitrilo (C;H3N), metanol (CHsOH) y acido fosférico
(H3PO,), de pH= 2,81.

Tabla 3.8.1: Gradiente de elucién utilizado en las corridas de HPLC.

Tiempo (min) 10 20 30 45 47 50 55

ACN (%) 10 20 20 100 100 5 5
MeOH (%) 10 20 20 0 0

H3PO, (%) 95 80 60 60 0 0 95 95

Con base en la literatura consultada (Boualem et al., 2017; Klimaczewski et al., 2014;
Mahdavikia et al., 2017; Menezes et al., 2016; Zielinski et al., 2014), se decidié utilizar
como patrones el acido galico (tiempo de retencidn (tr)=5,5426), el acido cafeico
(tr=12.668), el acido clorogénico (tr=13.381), la rutina (tr=18.8088), la quercetina
(tr=25.504) y un compuesto presente en mayor cantidad en el boldo Ilamado boldina
(tr=4,1787), el cual se decidié identificar gracias a sus propiedades antioxidantes
(Klimaczewski et al., 2014; Lau et al., 2013; O’Brien et al., 2006) anti-inflamatorias y
neuro-protectoras (De Lima et al.,, 2016; Dhingra & Soni, 2018), su actividad
regenerativa hepatica (Bernadete et al., 2016), asi como sus actividades antiparasitaria
(Salama et al., 2017), antitumoral (Gerhardt et al., 2014; Kazemi Noureini & Tanavar,
2015; Paydar et al., 2014), entre otras. Los tiempos de retencién de cada compuesto
patron se hallaron realizando un promedio entre 6 corridas. Se cuantificaron utilizando
curvas de calibracion con concentraciones entre 0,01 y 1Img/mL.
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3.9 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se determind segin dos métodos, midiendo
la capacidad de barrido frente a radicales ABTS™ segln Re et al., 1999; y también
frente a radicales peroxilo, siguiendo el método llamado ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity), planteado por Ou et al.,, 2001 y modificado por Davalos et al.,
2003.

3.9.1 Frente a radicales ABTS™*

Esta técnica se basa en la medida de la capacidad de los antioxidantes de atrapar los
radicales catiénicos ABTS™ (color verde-azulado), formando el complejo reducido
ABTS” (incoloro), reaccidn de reduccidén/oxidacion entre los antioxidantes presentes
en una muestra y el reactivo ABTS oxidado por el persulfato de potasio. Esta reaccién
se sigue midiendo la decoloracidn de la solucidon, mediante espectrofotometria UV-Vis
a 750nm, utilizando como estandar de referencia el Trolox.

Para disolver las muestras, el reactivo ABTS y la curva de calibracion se utilizé buffer
fosfato salino (PBS) (5mM, pH=7,4). Para activar el reactivo ABTS (7mM), 44uL de
persulfato de potasio (140mM) se agregaron a la solucidn inicial, y se incubé durante
16 horas en oscuridad. 10uL de muestra o Trolox se sembraron en una placa de 96
pocillos, brevemente se dispensaron 190uL de reactivo ABTS ajustado a una
absorbancia de 0,7UA. Una vez completada la siembra de la placa, se incubé durante
10 minutos en oscuridad, y luego se leyé a 750nm utilizando el lector de placas. Los
resultados se expresaron en umoles de equivalentes de Trolox (TE)/ g muestra seca,
utilizando una curva de calibracidon de Trolox con concentraciones entre 0,25y 1,5mM.
Los porcentajes de inhibicidn se calcularon con la siguiente ecuacion:

L Acontrol — Amuestra
%Inhibicion = yy——" x 100

Siendo Acontrol 1a absorbancia obtenida para el reactivo ABTS + buffer, mientras que la
Anuestra €S la obtenida para el reactivo ABTS + muestra o Trolox.

3.9.2 Frente a radicales peroxilo (ORAC)

Esta técnica consiste en utilizar una sonda fluorescente que es oxidada por el AAPH
(generador de radicales perdxilo) disminuyendo asi su intensidad de fluorescencia. Al
estar ésta en presencia de un compuesto antioxidante (patrén o muestra) no se
degrada, manteniendo su intensidad de fluorescencia constante. En este ensayo
también se utiliza el Trolox como estandar de referencia.

Los extractos de hierbas fueron dispersados en PBS (75mM, pH=7,4), a una
concentracion final de aproximadamente 0,04 mg/mL. Se utilizaron soluciones con
concentraciones entre 0,1 y 0,8nM para realizar la curva de calibracién. El blanco
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consistid en buffer fosfato en vez de antioxidante. La solucién de fluoresceina se
solubilizé en buffer y se incubé a 4°C en oscuridad, la solucion de AAPH 48mM en
buffer se prepard el mismo dia y se almacend a 4°C hasta el momento de su uso. 20uL
de muestra o Trolox se sembraron en una placa de 96 pocillos, seguido de 120uL de
fluoresceina (0,117uM). La primera lectura se realizd luego de los 10 minutos de
incubacién de la placa a 37°C en oscuridad (f0). Brevemente, luego de la adicién de
60uL de AAPH, una lectura por minuto (fi) durante 104 minutos en total se llevd a cabo
en un lector de fluorescencia utilizando una A de excitacién de 485nm y una A de
emision de 520nm. Las medidas de fluorescencia se normalizaron utilizando el blanco,
luego se calculd el area bajo la curva del decaimiento de la intensidad de la
fluorescencia (AUC) con la siguiente ecuacioén:

i=104

AUC =1+ ZS Il
&~ f0
1=

Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (umoles TE/ g muestra
seca).

3.10 Determinacion de la actividad antiglicante

La capacidad antiglicante se determind por seguimiento de los compuestos
fluorescentes formados por la glicacion de proteinas in vitro de los extractos,
utilizando la metodologia propuesta por Brownlee et al., 2011. El sistema modelo
utilizado es el de suero albumina bovina (BSA), metilglioxal (MGO) y las muestras en
estudio (extractos de hierbas). A su vez, se comparé el poder inhibitorio de las mismas
con un inhibidor conocido de la reaccién como lo es la aminoguanidina (AG), se realizd
una curva de calibracidn con valores de concentracion entre 0,0005 y 0,1mol/L. Se
disefiaron 5 sistemas por cuatriplicado, la mitad se almacenaron brevemente luego de
haberlos homogeneizado conformando la tanda en la que no ocurre la reaccidon (Dia 0),
y el resto se incubd durante 7 dias a 372C (Dia 7). Los sistemas fueron los siguientes:

1) Control negativo (C-): 500uL BSA (concentracion final de 1mg/mL) + 500uL PBS

2) Control positivo (C+): 500uL BSA + 8uL MGO (concentracién final de 5mM) +
492uL PBS

3) Control de la fluorescencia intrinseca de la muestra (Cl): 100uL muestra +
900puL PBS

4) Aminoguanidina (AG): 500uL BSA + 8uL MGO + 100uL AG (concentracién
variable) + 392uL PBS

5) Muestra: 500uL BSA + 8uL MGO + 100uL muestra + 392ulL PBS
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Una vez finalizada la incubacion, 200uL de cada sistema se sembraron en una placa de
96 pocillos y se midié la fluorescencia utilizando una A de excitacion de 360nm y una A
de emisién de 420nm, asi como un barrido ajustando su A de excitacion a 280nm y su A
de emisién desde 340 a 500nm, utilizando el lector de placas de fluorescencia. El
porcentaje de inhibicion de la reaccidon de glicacidn se calculd segun:

L L F (muestra) — F (CI)
%Inhibicion de glicacion = 1 — S x 100

Siendo Fintrinseca | fluorescencia que presenta el extracto de hierba incubado solo.

Se realizaron ademads las curvas dosis-respuesta de las muestras, expresando los
resultados como valores de IC50 en pg/mL, lo cual corresponde a la concentracion de
extracto necesaria para ocasionar una disminucién del 50% de la reaccion de glicacion.

3.11 Ensayo in vitro de actividad anti-inflamatoria

Se utilizé la linea reportera HT-29-NF-kB-GFP procediendo segun Mastropietro et al.,
2015, y trabajando con medio de cultivo RPMI adicionado con 1% de
streptomicina/penicilina y 10% de suero fetal bobino (SFB). Se sembraron 50.000
células por pocillo en placa de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas a 37°Cy 5%
de CO,.

Los extractos acuosos se prepararon a diferentes concentraciones en medio de cultivo
RPMI suplementado como se detalla anteriormente. Como andlisis preliminar se utilizé
un rango de concentraciones finales muy amplio: 5, 0,5, 0,05 y 0,005 mg/mL. Las
diferentes soluciones debieron filtrarse con filtro de poro 22 um dentro de la cabina de
flujo para asegurar su esterilidad.

Luego de la incubacidn, se descarté el medio de cultivo, y se sembraron 170uL de
medio de cultivo con 20uL de muestra. Se incub6 durante 6 horas a 37°C y 5% de CO..
Pasado ese tiempo, se dispensaron 10 pL de TNF-a (concentracion final de 1 ng/mL) o
medio (dependiendo del pocillo) y se dejo incubando bajo las mismas condiciones
antes mencionadas durante 18 horas. Se realizaron dos controles: células solas y
células + TNF-a.

Una vez finalizada la ultima incubacion, se colecté el sobrenadante y se dispensaron 50
uL de Tripsina por pocillo, se colocé nuevamente en la estufa y se dejo incubar por 5-8
minutos. Luego, se agregaron 200 pL de PBS suplementado con 10% de SFB. Se analizé
por citometria de flujo a una intensidad de fluorescencia para la GFP. Inmediatamente
antes de realizar las lecturas en el citdmetro, se pasd el contenido de cada pocillo a un
tubo de citometro y se le agregaron 2 plL de yoduro de propidio (250 uM) a cada tubo
para evaluar la viabilidad celular.

La determinacién de la actividad anti-inflamatoria luego de haber sometido los
extractos al proceso de simulacién digestiva se realizé utilizando las siguientes
concentraciones finales: 0,05, 0,005 y 0,001 mg/mL. El procedimiento realizado fue el
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detallado anteriormente. Los controles utilizados fueron: células solas, células + TNF-q,
otro correspondiente al blanco de digestiéon (sales utilizadas durante el proceso de
digestion) y el ultimo correspondiente al extracto sometido al proceso de simulaciéon
digestiva.

Los resultados se normalizaron con respecto a TNF-a (tomado como 100% de actividad
de NF-kB) y se graficaron como promedio + desviacién estandar (n=9).

Para cada muestra, se tomaron en cuenta 10.000 eventos determinados por una
seccién seleccionada en un grafico dot plot FSC vs. SSC. Se seleccionaron Unicamente
las células vivas (células que excluyeron el ioduro de propidio).

3.12 Estudios de bioaccesibilidad

Para evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos se realizéd un estudio de
simulacién digestiva segun Hollebeeck et al.,, 2013. Este ensayo busca simular las
diferentes condiciones a las que los alimentos son sometidos durante el proceso de
digestion, recreando los diferentes pHs y agregando las enzimas presentes en cada
tramo del tracto gastrointestinal.

Se divide en tres etapas: la primera es la etapa salivar, donde 0,3 gramos de extracto
se masaron en balanza analitica y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 50mL, se
le agregaron 10mL de PBS (10mM pH= 6,9) y 430uL de a-amilasa, luego se dejé
incubar durante 5 minutos. La segunda etapa es la gdstrica, consiste en un sistema
cerrado, ajustando el pH a 2 (utilizando HCl 1M) hasta llegar a un volumen final de
22,88mL, a su vez se le agregd 1,5mg de pepsina y se dejé incubar durante 90 minutos.
La tercera y ultima etapa es la duodenal, siendo también un sistema cerrado en el cual
el pH se volvid a ajustar a 7 (utilizando NaHCO3 1M) hasta llegar a un volumen final de
30,24mL, se agregaron 9,2mg de pancreatina y 55,2mg de bilis y se dejé incubar
durante 150 minutos. Cada etapa se incubd a 37°C con agitacién constante. Luego se
centrifugd a 9500 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante se liofilizd durante 96
horas.

3.13 Capacidad inhibitoria de la glicacion con fructosa a nivel del tracto
gastrointestinal

En este ensayo se utilizé el extracto con mejores caracteristicas y se prosiguié segun
Bains & Gugliucci, 2017. Este ensayo tiene como objetivo comprobar si se da la
formacidn de compuestos AGEs a nivel gastrointestinal entre proteinas (en este caso la
BSA) y la fructosa ingerida con la dieta, y a su vez determinar si esta reaccion se ve o
no disminuida por la presencia de los extractos. Para ello, se disefiaron los mismos
sistemas y se procedié de igual forma que en el apartado 3.9, con la salvedad que el
MGO fue sustituido por fructosa (concentracion final de 500mM), y la concentracién
final de BSA utilizada fue de 10mg/mL. La concentracion utilizada de extracto fue de
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5mg/mL. Los sistemas luego de haber sido homogeneizados se sometieron al proceso
de simulacién digestiva, suprimiendo la primera etapa (salivar).

3.14 Preparacion de la HDL

La HDL (d= 1,063 - 1,210 g/L), se purific6 mediante ultracentrifugacidén secuenciada,
partiendo de un pool de suero humano de 30 voluntarios sanos (n=30) (Gugliucci et al.,
2013). La extraccion del suero fue realizada bajo consentimiento de los participantes.
El estudio fue aprobado por Touro University California, IRB # 2013-069.

3.15 Ensayos de oxidacion de la HDL

La cinética de la actividad arilesterasa de la paraoxonasa-1 (PON-1), se determind
siguiendo la aparicidn de fenol originado por la catalisis del fenilacetato mediante seis
lecturas a 270nm durante 1 minuto segun lo planteado por Menini et al., 2007.

La HDL purificada se diluyd en buffer Tris de 20mM y pH= 8 conteniendo 1mM de
CaCl,, a una concentracion proteica final de 1mg/mL. Se incubé en presencia o
ausencia de generador hidrofilico de radicales libres AAPH (concentracién final de
2mM), o SIN-1 a una concentracion final de 0,1mM, a 372C durante 3 horas. Asimismo,
se incubd estas muestras en presencia o ausencia de extractos de hierbas
(concentraciones de 0,01 a 0,5 mg/mL). Los volumenes utilizados de cada solucion
para los diferentes sistemas se muestran en la tabla 3.15.1, para el armado de los
sistemas primero se dispensé el agente oxidante, luego la HDL y por ultimo la muestra.
Luego de la incubacién, las muestras se incubaron durante 10 minutos (o hasta su
analisis) en un freezer a -80°C. Las medidas se realizaron en lector de placas BioTek®.

Tabla 3.15.1: Sistemas elaborados para cada ensayo con los volimenes determinados para

cada caso.
HDL AAPH SIN-1 | Hierba | Buffer
Control color - - - 10uL | 120l
Control HDL 100 pL - - - 30 puL
Control 100puL | 20puL 20 uL - 10 uL
AAPH/SIN-1
AAPH/SIN-1 +
H + HDL 100puL | 20puL - 10 uL -

3.15.1 Acercamiento al analisis estructural de la poblacién de particulas
de HDL

Se sembraron en los geles de poliacrilamida (tubos) 25uL de suero o 35uL de muestra
(utilizadas para evaluar la inhibicién de la oxidacidon de la PON-1), asi como 300uL de

57

Lic. Agustina lrazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencion y control de enfermedades crdnicas no transmisibles.

buffer de corrida de condiciones nativas. Las muestras incubadas fueron suero, HDL
purificada, HDL en presencia de AAPH, y HDL en presencia de AAPH y los extractos
acuosos y etandlicos de cada hierba. La corrida se realizé a 500V durante 50 minutos
con un amperaje de 3mA por tubo. Las diferentes bandas de HDL (subclases) se
determinaron segun su movilidad (Rf), utilizando como referencias utilizadas en la
corrida fueron las particulas mas voluminosas de VLDL y LDL, y la proteina albumina
(marcador del frente de corrida) (figura 3.15.2.1). El area relativa de cada subclase HDL
se determiné y multiplicd por la concentracion de colesterol HDL total de la muestra,
para obtener la cantidad de colesterol para cada banda en mg/dL.

. — —
VIDULDL B e S e — s
Large HOL » '.

ntermediate HOL  »

Small HDL »

Lipoprint HOL Subfractions

Figura 3.15.1.1: Patrdn de separaciéon para suero de los geles de Lipoprint utilizados.
3.16 Analisis estadistico

Todos los analisis mencionados se realizaron al menos por triplicado. El analisis de los
resultados se realizd mediante analisis de la varianza (ANAVA) y se consideré
diferencias significativas con niveles de significacion de 0,05. Cuando existieron
diferencias significativas se aplicod el ensayo de comparacion de medias de Tukey. Las
diferencias significativas entre las muestras se agruparon utilizando diferentes letras.
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4 Resultados y discusion
4.1 Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima

Los resultados obtenidos de la caracterizacidn fisicoquimica de las hierbas Mentha x
piperita L., Peumus boldus Mol. y Baccharis trimera lless. se expresaron como
porcentaje en base seca de proteinas, lipidos, cenizas, fibra y glucidos (tabla 4.1.1).

Tabla 4.1.1: Resultados obtenidos de las determinaciones realizadas para la caracterizacién
fisicoquimica en base seca de las hierbas con sus respectivas desviaciones estandar expresadas

en porcentaje.

Menta Boldo Carqueja
Proteinas | 15,36+0,43 | 6,47 0,08 | 5,63+0,08
Lipidos 2,96 £ 0,06 5,77+0,48 | 4,29+0,02
Cenizas 11,59+0,03 | 15,72+0,92 | 5,44+£0,49
Fibra 36,53+0,33 | 41,58+0,82 | 50,70 £ 2,98
Glucidos | 25,07 1,85 | 19,94 +3,12 | 26,24 +3,98

Nota: resultados expresados como promedio * desviacidén estandar (n=3).

Las tres hierbas estan compuestas en su mayoria por fibra (polisacaridos excluyendo el
almiddn), llegando a valores de hasta el 51% como en el caso de la carqueja. Este gran
contenido de fibra puede dificultar la extraccién de compuestos polifendlicos debido a
su interaccion con los mismos, disminuyendo asi el rendimiento del proceso.
Comparando las hierbas entre si, podemos apreciar que el porcentaje de proteinas
presente en la menta es significativamente mayor (a < 0,05) que el que hay en el resto
de las hierbas.

4.2 Rendimiento de los extractos

Los resultados de rendimiento obtenidos para los extractos de las hierbas Mentha x
piperita L., Peumus boldus Mol. y Baccharis trimera lless. se presentan en la tabla 4.2.1.
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Tabla 4.2.1: Valores de porcentaje obtenidos para el rendimiento de extraccién en cada caso.
Las letras indican las diferencias significativas entre los diferentes extractos de las diferentes
hierbas en el mismo solvente y mismo tratamiento.

Rendimiento (%)

Agua dest. EtOH

Menta 27+1b 8+1a

Sin US Boldo 25+20b 15+1b
Carqueja 19+2a 10+1a

Menta 39+20b 33+20b

US1lh Boldo 29+2a 21+1a
Carqueja 28+ 3a 33+1b

Menta 37+1b 31+20b

US2h Boldo 29+t1a 21+2a
Carqueja 40+ 2b 34+1b

Menta 42+2b 14+3a

US3h Boldo 331+2a 24+£20b
Carqueja 30+3a 18+ 2a

Nota: resultados expresados como promedio * desviacidén estandar (n=5).

En el caso de los extractos en agua destilada hirviendo se obtuvieron rendimientos
significativamente mayores (a < 0,05) luego de liofilizar. Se obtuvo aproximadamente
un cuarto del valor de masa original de muestra utilizada para la menta y el boldo, y un
quinto en el caso de la carqueja. Con respecto a los extractos realizados en etanol 95%
el rendimiento fue menor, significando un décimo del valor de masa original de
muestra utilizada para la menta y la carqueja, y un séptimo para el boldo.

Con respecto a los extractos con aplicacién de US, para las tres hierbas se obtuvieron
rendimientos mayores que sin la aplicacidon del mismo en ambos solventes, lo que
sugiere una mayor extraccion de compuestos de interés con propiedades bioactivas.

4.3 Determinacion del contenido de polifenoles totales

Con respecto a la cantidad de polifenoles totales, en la tabla 4.3.1 pueden verse los
valores de concentracion obtenidos para todos los extractos.

60

Lic. Agustina lrazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencién y control de enfermedades crénicas no transmisibles.

Tabla 4.3.1: Valores de concentracidn de polifenoles totales obtenidos para los extractos sin
aplicacion de ultrasonido (US), expresados en mg GAE/g muestra. Las letras indican las
diferencias significativas entre los extractos de las diferentes hierbas en el mismo solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
SinUS | 86+8b | 88xt8hb 52+5a, 20234 61+60b 53%50b

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=10).

Los resultados indican que en el caso de los extractos acuosos, las hierbas que mayor
contenido de polifenoles presentaron fueron la menta y el boldo, no encontrandose
diferencias significativas entre ellas (a < 0,05). Con respecto al resultado hallado para
el extracto acuoso de boldo, Soto et al., 2014 encontraron que la cantidad de
polifenoles obtenidos fue de 34,3 + 2,1 mg GAE/g muestra seca, cabe destacar que en
ese trabajo utilizaron agua a 90°C (5°C menos que la utilizada en este trabajo), ademas
utilizaron hojas enteras de la hierba, no redujeron el tamafio de particula lo suficiente
como para lograr una mejor extraccion de los compuestos. A su vez, Sabir et al., 2017,
encontraron que también en extractos acuosos realizados con hojas enteras de
carqueja, el valor obtenido de contenido de polifenoles fue de 14,1 + 0,6 mg GAE/g
muestra seca, siendo nuevamente menor al aqui obtenido debido al tamafio de
particula. En el caso de la menta, extractos acuosos de hojas molidas mediante
molinillo (como lo realizado en este estudio) a temperatura ambiente durante 48h
resultaron presentar 40,7 mg GAE/g muestra seca segin Mahdavikia et al., 2017. En
ese estudio utilizé una relacion de muestra de 1:10, sin embargo, la temperatura de
extraccion de 25°C resulta menos eficaz a la hora de extraer este tipo de compuestos
ya que el valor obtenido en el mencionado estudio fue menor al obtenido en el
presente trabajo (86 + 8 mg GAE/g muestra seca). Resultados similares en la relacion
de contenido de polifenoles totales para las mismas hierbas en extracciones acuosas
pueden encontrarse en el estudio realizado por Ferreira Zielinski et al., 2014.

Los resultados obtenidos para las muestras en etanol 95% resultan concordantes con
otros estudios realizados, en el caso de la menta Ramkissoon et al., 2013 encontré que
para extractos 1:10 en etanol 50% durante 1 semana el valor de polifenoles totales fue
de 14,51 + 0,08 mg GAE/g muestra, cercano al que se obtuvo en este trabajo.
Asimismo, para el boldo el valor obtenido para extractos 1:20 en 96% etanol fue de
aproximadamente 50 mg GAE/g muestra, lo que también se acerca al valor aqui
obtenido (Soto et al., 2014). Para el extracto de carqueja, el valor de polifenoles totales
adquirido por Anderson Assaid et al., 2013 fue de aproximadamente 40,3 mg GAE/g
muestra, lo cual es similar al que se presenta en este estudio.

En la figura 4.3.1 (A y B) se presentan los mismos resultados graficados junto a los
obtenidos para los extractos con aplicacion de ultrasonido (US).
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Figura 4.3.1: Concentracidn de polifenoles totales expresados en mg GAE/ g muestra para cada
extracto en agua destilada (A) o en EtOH 95% (B). Los valores se expresan como promedio *
desviacion estandar, n= 20. Las letras sefialan los valores significativamente diferentes de
concentracién entre las hierbas del mismo tipo de extracto.

En el caso de los extractos con agua destilada como solvente (A), puede verse que para
todos los tiempos de aplicacién, el US no logra aumentar la cantidad de polifenoles
totales extraidos, viéndose reflejado en que el valor obtenido para los extractos sin US
no son significativamente diferentes a los extractos con una hora de ultrasonido,
llegando los valores de 3 horas de US a ser incluso los mas bajos en el caso de la menta
y el boldo y el de 2 horas de aplicacion el mds bajo en el caso de la carqueja. Por lo que
puede concluirse que la aplicacién de US (ya sea una, dos o tres horas), no aumenta la
cantidad de polifenoles totales obtenidos para los extractos acuosos concordando con
el resultado obtenido por Zlabur et al., 2016, donde no encuentran mejoras en la
extraccion de compuestos fendlicos con la aplicacion de US en extractos acuosos de
menta y toronjil. A su vez, estos resultados no concuerdan con la idea planteada en el
apartado 4.2, en que el rendimiento significativamente mayor (a < 0,05) obtenido para
los extractos con aplicacion de US presentan mayor cantidad de compuestos
polifendlicos. Los extractos en etanol 95%, sin embargo, puede verse que los que
fueron realizados con una hora de US (a excepcién de la carqueja) son los que mayor
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cantidad de polifenoles presentaron, siendo los extractos sin esta técnica los que
resultaron presentar la menor cantidad de estos compuestos en el caso de la menta y
el boldo. Considerando a estas ultimas, la mayor concentracién de polifenoles totales
se encontrd en los extractos de 1 y 2 horas de US, llegando en el caso de la menta al
doble del contenido de polifenoles comparado con el extracto sin US. En el caso de la
carqueja, no se ven diferencias significativas (a < 0,05) entre los diferentes tiempos de
aplicacion del US, llegando incluso a presentar valores menores. Con estos datos se
puede concluir que en el caso de la menta y el boldo en etanol, los mejores extractos
en cuanto a cantidad de polifenoles totales resultaron ser los de 1 hora de aplicacion,
sin embargo en el caso de la carqueja no se vieron diferencias significativas entre el
extracto sin US y los que fueron realizados con dicha técnica.

Comparando en la figura 4.3.1 todos los extractos de cada hierba entre si, puede verse
que en el caso de los extractos acuosos (A), el boldo y la menta son las hierbas que
presentan la mayor cantidad de polifenoles totales, esto puede deberse a la estructura
fisicoquimica de la carqueja. Como se vio en el apartado 4.1, esta hierba presenta
mucha fibra (cerca del 50%), por lo que puede dificultar la eficacia de la extraccion de
compuestos de interés dada la interaccidn de dicha fibra con los mismos. Sin embargo,
en el caso de los extractos en EtOH (B), se ve que la carqueja presenta en todos los
casos mayor cantidad de polifenoles totales que la menta, aun asi la hierba que
presenta mayor cantidad de estos compuestos es el boldo, esto puede deberse a que
la naturaleza de los polifenoles presentes en estas hierbas sea preferentemente
hidréfoba, logrando extraerse mas facilmente en etanol. La menta fue la hierba que
menor cantidad de polifenoles totales presentd en todas las diferentes extracciones
etandlicas, dado que este patréon no se repitié en los extractos acuosos, podemos
deducir que los compuestos presentes en la menta son mayoritariamente hidrofilicos.
Con respecto al contenido de polifenoles totales, se podria concluir que la hierba con
mayor cantidad de estos compuestos, tanto en extractos acuosos como etandlicos, fue
el boldo.

4.4 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se midieron mediante dos métodos
diferentes: frente a radicales artificiales ABTS™" y frente a radicales peroxilo mediante
el método de ORAC. Los resultados de ambos ensayos arrojaron que los extractos
poseen una gran capacidad antioxidante por ambos métodos.

4.4.1 Frente a radicales ABTS""

En la tabla 4.4.1.1 se resumen los valores en umoles Trolox/ g muestra obtenidos para
los extractos sin aplicacién de US para el ensayo de ABTS.
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Tabla 4.4.1.1: Resultados obtenidos de actividad antioxidante frente a radicales ABTS™,
expresados en pmoles TE/ g muestra para los extractos sin aplicacion de US. Las letras indican
las diferencias significativas entre los diferentes extractos de la misma hierba en el mismo
solvente con diferente tratamiento.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
Sin US 75%5a 7316a 6914, 31+2a| 653+0,8¢ 49+ 20p

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=10).

Los resultados obtenidos para el ensayo de actividad antioxidante mediante el método
de ABTS para los extractos acuosos, sefala que todas las hierbas presentan la misma
actividad antioxidante, no detectandose diferencias significativas entre ellas (a < 0,05).
Horzi¢ et al., 2009 encontré valores de actividad antioxidante mediante el método de
ABTS entre 1047 + 4 y 72 + 2 umoles TE/g muestra seca (té verde vy tilo,
respectivamente), para infusiones acuosas de varias hierbas con una relacién
masa/agua de 1:10.

Con respecto a los extractos etandlicos, se ve que muestran una relacién directa con
aquellos obtenidos para la cantidad de polifenoles totales, siendo los extractos con
mayor cantidad de polifenoles los que mayor actividad presentan. Esto refleja que la
mayoria de la actividad antioxidante que presentan estos extractos proviene de dichos
compuestos. El boldo es el extracto etandlico que mayor actividad antioxidante frente
a radicales ABTS"" presentd. Los valores de actividad antioxidante de los extractos
etandlicos obtenidos en este trabajo concuerdan con los que presentaron Gramza-
Michatowska et al., 2008, en el cual el mayor valor de actividad antioxidante frente a
radicales ABTS"" lo presentd el extracto etandlico (95%) de romero con 58,05 umoles
TE/g muestra, mientras que el menor lo presentd el tomillo con 27,97 umoles TE/g
muestra, entre otras hierbas. En este caso, incluso, el extracto de boldo presenta un
mayor valor a los reportados en el citado trabajo.

En la figura 4.4.1.1, se presentan graficados los resultados obtenidos para todos los
extractos, incluso los obtenidos con aplicacién de US.
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Figura 4.4.1.1: Actividad antioxidante frente a radicales ABTS™" expresados en umoles Trolox/ g
muestra para todos los extractos en agua destilada (A) o en EtOH 95% (B). Los valores se
expresan como promedio * desviacion estandar, n= 20. Las letras sefialan los valores
significativamente diferentes de actividad entre los diferentes extractos de cada hierba.

En el caso de los extractos acuosos, los que presentaron mejor actividad antioxidante
frente a radicales ABTS™ fueron los que no fueron sometidos a tratamiento con US,
presentando en todos los casos diferencias significativas con el resto de los valores de
actividad antioxidante obtenidos para los extractos con diferentes tiempos de
aplicacién de US. Estos datos concuerdan nuevamente con el obtenido por Zlabur et
al., 2016, donde los extractos acuosos con aplicacién de US de hojas de menta y
toronjil no presentan valores significativamente mayores de actividad antioxidante
frente a este tipo de radicales. Los extractos acuosos sin aplicacion de US de este
trabajo presentaron valores dentro del rango, asi como un poco por debajo (carqueja).
Con respecto a los resultados obtenidos para los extractos etandlicos, en el caso de la
menta el extracto que presentd mayor actividad antioxidante fue el de una hora de US,
para la carqueja fueron el que no se sometié a US y el de una hora de aplicacién, no
mostrando diferencias significativas entre ellos pero si al compararlos con los extractos
de 2 y 3 horas de US (a < 0,05). El extracto de boldo que presento significativamente
mayor (a < 0,05) actividad antioxidante fue el realizado sin aplicacién de US.
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Como conclusion de este apartado, el Unico caso en que la aplicacion de US resultd
mejorar significativamente (a < 0,05) la actividad antioxidante frente a radicales ABTS™
fue para la menta en etanol 95%. Este resultado coincide con el obtenido para
cantidad de polifenoles totales y tampoco parece alinearse al concepto planteado en el
apartado 4.2 de que un mayor rendimiento de extraccion significa mayor cantidad de
compuestos de interés con actividad bioactiva.

4.4.2 Frente a radicales peroxilo

Con respecto a la actividad antioxidante que presentan los extractos frente a radicales
peroxilo, los resultados arrojaron datos similares a los que se presentaron
anteriormente, ya sea para la actividad antioxidante frente a radicales ABTS™ o para la
cantidad de polifenoles totales. En la tabla 4.4.2.1 se presentan los resultados
obtenidos para los extractos obtenidos sin aplicacién de US, expresados en umoles
Trolox/ g muestra.

Tabla 4.4.2.1: Resultados obtenidos de actividad antioxidante frente a radicales peroxilo,
expresados en pmoles Trolox/ g muestra seca para los extractos sin aplicacion de US. Las letras
indican las diferencias significativas entre las diferentes hierbas en el mismo solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
SinUS | 116+1b | 115%+90b 64+6a 11,2+0,9a 53%3b 100+ 3¢

Nota: resultados expresados como promedio * desviacidén estandar (n=6).

Los valores de actividad obtenidos para los extractos en todos los casos son similares a
los que obtuvieron Zheng & Wang, 2001, los cuales realizaron extractos 1:7,5 en buffer
fosfato 75mM y pH 7 de una gran cantidad de hierbas, obteniendo valores de actividad
antioxidante frente a radicales peroxilo entre 1,88 + 0,05y 92,18 + 0,72 umoles Trolox/
g muestra (aloe vera y orégano mexicano, respectivamente).

En el caso de los extractos de hierbas en agua destilada, estos resultados son iguales
para los tres ensayos anteriormente mencionados, advirtiendo una relacion directa
entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos frente a
los dos tipos de radicales. La relaciéon presente entre las hierbas en este tipo de
extraccion también se encontrd en el estudio realizado por Ferreira Zielinski et al.,
2014, citado anteriormente dado que la relacién de cantidad de compuestos fendlicos
entre extractos fue similar a la obtenida en este estudio.

En el caso de los extractos en etanol 95%, los resultados fueron bastante similares
entre ellos con excepcién del extracto de carqueja, el cual parece presentar mas
actividad antioxidante frente a radicales peroxilo que las otras hierbas, sugiriendo una
extraccién de compuestos mas activos frente a radicales peroxilo.
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En la figura 4.4.2.1 se presentan graficados los resultados obtenidos para todos los
extractos realizados, incluyendo los obtenidos mediante aplicacidon de US.
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Figura 4.4.2.1: Actividad antioxidante frente a radicales peroxilo expresados en umoles Trolox/
g muestra para todos los extractos en agua destilada (A) o en EtOH 95% (B). Los valores se
expresan como promedio * desviacion estandar, n= 20. Las letras sefialan los valores
significativamente diferentes de actividad entre los diferentes extractos de cada hierba.

Con respecto a los extractos acuosos, el de carqueja con dos horas de US y los de
menta y boldo sin US fueron los que presentaron una mayor actividad frente a
radicales peroxilo. Parece ser que en estos casos, la carqueja es la Unica hierba en que
aplicando US puede obtenerse una mayor actividad antioxidante contra radicales
peroxilo.

En el caso de los extractos etandlicos, para las tres hierbas puede observarse un
aumento en la actividad antioxidante contra radicales peroxilo a medida que se
aumenta el tiempo de uso del US hasta las dos horas. El extracto de boldo con dos
horas de US fue el que presentd una mayor actividad mientras que el de menta sin US
fue el que presentd menor valor.
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A partir de estos resultados obtenidos, se puede concluir que el tratamiento mediante
ultrasonido en ambos tipos de solvente no resulté ser lo suficientemente eficaz como
para lograr extraer una mayor cantidad de compuestos polifenélicos con actividad
antioxidante, lo cual demuestra que no necesariamente un mejor rendimiento de
extraccion significa una mayor cantidad de compuestos polifendlicos bioactivos
(apartado 4.2). A su vez estos resultados concuerdan, como se menciond
anteriormente, con los obtenidos por Zlabur et al., 2016, en el cual concluyen que el
tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 35 kHz y 140 W durante 30 minutos
maximo en agua a temperatura ambiente, no resulté eficaz a la hora de extraer mas
cantidad de compuestos fendlicos u obtener mayores valores de actividad antioxidante
para las hojas de menta y toronjil. Si bien la actividad antioxidante frente a radicales
ABTS'" en todos los casos menos para el extracto de menta etandlico, fue mayor (o sin
diferencias significativas) para los extractos sin US comparados con los que si fueron
sometidos al proceso, para la actividad antioxidante frente a radicales peroxilo no
ocurrio lo mismo. En este caso para los extractos acuosos de menta y boldo si se
observé la misma tendencia, sin embargo para el extracto acuoso de carqueja y todos
los extractos etandlicos se vio una tendencia a aumentar la actividad hasta las dos
horas de aplicacion del US.

Se decidié trabajar con los extractos acuosos y etandlicos sin US de todas las hierbas;
dado que a nivel de compuestos polifendélicos y actividad antioxidante frente a
radicales ABTS™ se vio una clara tendencia en la que presentan mayor contenido y
actividad, respectivamente. En el caso del boldo y la menta acuosos, esta tendencia
también se observa para la actividad antioxidante frente a radicales peroxilo. A su vez,
de esta forma se mantiene una homogeneizaciéon en el método de obtencién de las
muestras, pudiendo comparar una a una los diferentes extractos en los ensayos que
siguen.

4.5 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

Como siguiente paso, se llevd a cabo la identificacidn y cuantificacion de compuestos
fendlicos mediante HPLC-DAD para todos los extractos. Los cromatogramas obtenidos
para los patrones utilizados se presentan en la figura 4.5.1.
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Figura 4.5.1: Cromatogramas obtenidos para los patrones utilizados.

En la figura 4.5.2 se presentan a modo de ejemplo, los cromatogramas obtenidos para
el extracto de boldo acuoso a una concentracion de 5 mg/mL a las tres longitudes de
onda medidas.
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Figura 4.5.2: Cromatogramas obtenidos para la muestra de boldo acuoso a una concentracion
de 5 mg/mL, se presentan las tres longitudes de onda medidas: 285, 290 y 370 nm.

En la tabla 4.5.1 se presentan los resultados obtenidos para las concentraciones
(expresadas en pug/mL de extracto) de los diferentes compuestos patron.

71

Lic. Agustina Irazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencién y control de enfermedades crénicas no transmisibles.

Tabla 4.5.1: Valores de concentracidon expresados en pg/mL de extracto para todos los

extractos.
Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
Acido cafeico | 2,9+0,3 |0,65+0,01|0,35+0,02| 0,9+0,3 | 0,63+0,07| 1,2+0,2
Boldina ND 10,5+0,2 ND ND 9,5+0,2 ND
Rutina 87,8+0,6 | 22,0+£0,7 6,1+04 |11,9+0,2| 10,5+0,4 7,2+£0,2
Quercetina ND ND 7,0%£0,6 ND ND 1013

Nota: resultados expresados como promedio * desviacidn estandar (n=3), ND= no detectado.

El acido galico y el clorogénico no lograron ser detectados en ningun caso, por lo tanto
no fueron incluidos en la misma. Asimismo, la quercetina parece estar ausente en la
menta y el boldo para ambos tipos de extractos. Segun la bibliografia, el boldo
presenta una cantidad considerable de compuestos modificados de quercetina,
especialmente glicosilados (Falé et al., 2012; Simirgiotis & Schmeda-Hirschmann, 2010;
Soto et al., 2014) por lo que por esta razén no se logré detectar este compuesto sin
modificaciones, Unicamente la rutina (quercetin-3-rutindsido). En el caso de la menta,
estudios como los realizados por Boualem et al., 2017; Kapp et al., 2013; Mahdavikia et
al., 2017; Pereira et al., 2016 tampoco sefialan la presencia de la quercetina no
modificada como componente presente en esa hierba. La boldina es un compuesto
gue se logré detectar Unicamente en los extractos de boldo, lo cual concuerda con la
literatura consultada (Correia Teixeira et al., 2016; Falé et al., 2012b; Simirgiotis &
Schmeda-Hirschmann, 2010).

Con respecto al acido galico, uno de los compuestos antes mencionados como no
detectados, el estudio realizado por Ferreira Zielinski et al., 2014 sefiala que ese
compuesto tampoco pudo ser detectado en ninguna de las tres hierbas en cuestion,
concordando con los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo, este mismo
estudio logré detectar la presencia del acido clorogénico tanto en el boldo como en la
menta, lo que puede sugerir una mejora al método aqui empleado, dado que en su
trabajo emplearon una columna C18 de menor tamafo de particula (3,5um), lo que
puede ser una ventaja para lograr una mejor separacién de los componentes. A su vez,
diferentes estudios (Mahdavikia et al., 2017; Menezes et al.,, 2016) afirman la
presencia de ambos compuestos en cuestidn en la menta y la carqueja, por lo que la
no deteccién obtenida aqui puede deberse también a que el gradiente de fase movil
no permite una separacion tan precisa como los utilizados en otros estudios.

Los compuestos que se encontraron en mayor cantidad en todos los casos fueron la
rutina y la boldina. Ademas, la quercetina en el extracto etandlico de carqueja también
resulté entre los compuestos mas abundantes.
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4.6 Determinacion de la actividad antiglicante

Para la determinacion de los valores de IC50 se realizd el ensayo a diferentes
concentraciones, abarcando porcentajes de inhibicidn desde aproximadamente el 30%
hasta el 100%, los resultados se presentan en la figura 4.6.1.

80+
Il Agua 3min

EtOH 24 h

IC50 ( g/mL)

Figura 4.6.1: Valores de IC50 obtenidos para los extractos. La aminoguandinia (AG) fue el
inhibidor utilizado como referencia. Los valores se expresan como promedio * desviacion
estandar, n= 10. Las letras sefialan los valores significativamente diferentes de IC50 entre las
hierbas del mismo tipo de solvente.

Todos los extractos presentan actividad antiglicante, previniendo asi la formacién de
AGEs fluorescentes. Sin embargo, el valor de IC50 obtenido para la aminoguanidina (el
inhibidor de referencia), resulté ser bastante menor comparado con el obtenido para
las hierbas. Esto indica que los extractos estudiados presentan una menor actividad
antiglicante que la presentada por el inhibidor de referencia. Sin embargo, los
resultados contindan siendo muy alentadores, dado que Ramkissoon et al.,, 2013
realizaron extracciones 1:10 con etanol 50% durante una semana y los mayores valores
de actividad antiglicante que obtuvieron fue para el tomillo, el perejil, las hojas de
curry, la cdrcuma, la menta y el cilantro, con valores de IC50 entre 12 y 13 mg/mL. En
el presente estudio, los extractos etandlicos de las tres hierbas estudiadas inhiben al
50% la reaccién de glicacién a concentraciones bastante menores en comparacion,
entre 43 y 33 ug/mL. Asimismo, en el trabajo realizado por Rodrigues Franco et al.,
2018, los extractos 1:5 en etanol 98% que presentaron una actividad antiglicante del
100% fueron las hierbas B. forficata, C. sinensis y S. cumini a una concentracién de 5
mg/mL, mientras que las estudiadas en este trabajo logran inhibir la reaccion de
glicacion al 100% a concentraciones menores (1mg/mL).

Puntualmente, el extracto de menta acuoso es el que presenta una menor actividad
antiglicante, seguido por su extracto etandlico. El boldo y la carqueja acuosos son los
gue mayor actividad antiglicante presentan, siendo el de carqueja el que presenta un
menor valor de IC50. Se puede ver una clara tendencia en ambos tipos de extractos
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para todas las hierbas, siendo la carqueja el que presenta mayor actividad y la menta la
menor. Con respecto a los extractos acuosos, la tendencia observada es diferente a la
presente en los resultados del contenido polifendlico total (tabla 4.3.1) y actividad
antioxidante mediante ABTS y ORAC (tablas 4.4.1.1y 4.4.2.1, respectivamente), siendo
la carqueja el extracto con menor contenido de polifenoles y actividad antioxidante la
que presenté una mayor actividad antiglicante. Esto pareceria indicar que la actividad
antiglicante de los extractos acuosos no esta exclusivamente ligada a los compuestos
polifendlicos y a su vez, sugiere ser independiente de la actividad antioxidante que
presentan. Los extractos etandlicos muestran la misma tendencia que los acuosos si
bien es menos pronunciada (no hay diferencias significativas entre el boldo y la
carqueja), coincidiendo con la tendencia obtenida para la actividad antioxidante de los
extractos frente a radicales peroxilo. En la investigacidn realizada por Chinchansure et
al., 2015 se sefiala que hay una relacidn entre la actividad antioxidante y la antiglicante
referido a los compuestos polifenélicos, pero depende del modelo de actividad
antiglicante utilizado. Segun ese mismo estudio, se ha encontrado que la quercetina es
un compuesto con gran actividad antiglicante, asi como la rutina, llegando esta ultima
a causar hasta un 83% de inhibicion de la actividad antiglicante a una concentracion de
3mM. A su vez, Gugliucci et al., 2009 sefiala que el acido cafeico inhibe mas del 95% de
la generacién de AGEs a una concentracion muy baja (0,5mM), lo que sugiere que la
actividad antiglicante de los extractos estudiados podria explicarse por la presencia de
estos compuestos, aunque hay que tener en cuenta la presencia de otros compuestos
gue tengan efecto sinérgico.

Si se toma como referencia los extractos acuosos, la concentracion utilizada fue de 4
gramos de muestra seca en 200 mL de agua a hirviendo durante 3 minutos, el proceso
es el mismo que al preparar una taza de té. Por cada 200 mL de infusion de hierba se
obtiene aproximadamente 1 gramo de extracto (tabla 4.4.1), lo que equivale a una
concentracion de compuestos bioactivos de 5 mg/mL. A nivel del tracto
gastrointestinal llegaria aproximadamente la mitad de la concentracién de dichos
compuestos (Akhlaghi & Foshati, 2017), lo cual equivale a una gran actividad
antiglicante.

4.7 Ensayo in vitro de actividad anti-inflamatoria

Para realizar este estudio se seleccionaron los extractos en agua hirviendo durante 3
minutos dado que son las muestras que presentaron mejores caracteristicas
bioactivas. En la figura 4.7.1 se presentan los valores obtenidos de actividad anti-
inflamatoria expresados en porcentaje de actividad de NF-kB (inflamacion) para cada
hierba, las concentraciones de extracto que no presentaron inhibicion no fueron
incluidas en los graficos.
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Figura 4.7.1: Porcentajes de actividad de NF-kB obtenidos para los extractos acuosos de menta
(A), boldo (B) y carqueja (C). Control: células incubadas Unicamente con medio de cultivo
suplementado (sin TNF-a ni extracto de hierba), TNF-a: células incubadas con TNF-a, E
(Extracto): células incubadas solo con el extracto de hierba, E + TNF-a: células incubadas con el
extracto de hierba y TNF-a. Los valores se expresan como promedio * desviacidn estandar, n=

3. Las letras indican diferencias significativas de los valores entre si.

El extracto acuoso de carqueja parece ser el que menor actividad anti-inflamatoria
presenta, dado que fue el extracto mas concentrado (5 mg/mL) el que logré presentar
dicho efecto. Con respecto a las otras dos hierbas, el extracto acuoso de menta
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presentd actividad anti-inflamatoria desde la concentracion de 0,5 a 0,005 mg/mL,
mientras que el extracto a 5 mg/mL resulté tan concentrado que no provocd una
disminucion en la inflamacidn, por lo que ese resultado no fue incluido en la figura
4.7.1. El extracto de boldo presenté actividad en las dos concentraciones menores
(0,05 y 0,005 mg/mL), no presentando actividad a partir de la concentracion de 0,5
mg/mL, esto parece indicar que se necesita menos concentracién de dicho extracto
para lograr una reduccién de la actividad de NF-kB en un 40% aproximadamente.

Los extractos que presentaron mayor reduccion de la inflamacién fueron el de menta
0,5 mg/mL y el de carqueja 5 mg/mL, reduciendo los porcentajes de inflamacién a
valores de 53 + 3 % y un 46 £ 6 % respectivamente. Segln el trabajo realizado por
(Meijer et al., 2015) obtuvieron valores bastante bajos de actividad anti-inflamatoria,
ya que las plantas de brécoli picadas solo redujeron un 16,4 £ 0,2% de porcentaje de
reduccion de la actividad de NF-kB, mientras que la lechuga mantecosa no ocacioné
diferencias significativas en la reduccién de actividad. Si comparamos esos resultados
con los porcentajes de reduccion de la actividad de NF-kB obtenidos en este estudio se
puede afirmar que estos ultimos son considerablemente mayores y por lo tanto estas
hierbas presentan una mayor actividad anti-inflamatoria.

Se tomo como referencia la sefial obtenida por las células incubadas solas (sin TNF-a ni
extracto de hierba), y se obtuvo un valor base de 27 + 2 % de actividad NF-kB. Con
respecto a los controles de células incubadas con extracto de hierba, puede verse que
en el caso del boldo y la menta estos valores son menores al obtenido incubando las
células solas, esto parece indicar que la presencia de los extractos ejercen de por si
cierto efecto anti-inflamatorio sobre las células que no han sido estimuladas con
agentes pro-inflamatorios.

Se puede concluir que todas las hierbas presentaron actividad anti-inflamatoria a
diferentes concentraciones, siendo el boldo la que presenté actividad a menores
valores de concentracion.

4.8 Estudios de bioaccesibilidad

Para realizar los estudios de biaccesibilidad se realizé un estudio de simulacion
gastrointestinal.

4.8.1 Determinacion del contenido de polifenoles totales luego de la
simulacion digestiva

En la tabla 4.8.1.1 se presentan los valores de concetracién de polifenoles totales
expresados en mg GAE/g muestra seca para los extractos etandlicos y acuosos
digeridos.
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Tabla 4.8.1.1: Valores de concentracion de polifenoles totales obtenidos para los extractos
acuosos y etandlicos digeridos y sin digerir, expresados en mg acido galico/g muestra. Las
letras indican las diferencias significativas entre los extractos digeridos y sin digerir de la misma
hierba en cada solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
Digeridos | 58 +6a | 58 +2a | 20,9+0,7a | 13,6+0,5a [56+2a| 20,210,234
Sin digerir | 86+ 8b | 88+ 8b 52+50b 20+ 20b 61*+6a 53+5b

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=10).

El contenido de compuestos fendlicos totales de los extractos sometidos al proceso de
simulacién gastrointestinal son menores a los que presentan los extractos que no
fueron sometidos a dicho proceso, presentando diferencias significativas con los
originales. Esta disminucidn en concentracion de compuestos polifendlicos significa
conjugacion y/o pérdida de los mismos, se ha constatado que los compuestos fendlicos
presentan una baja biodisponibilidad y una rapida excrecion urinaria y biliar (Akhlaghi
& Foshati, 2017). El extracto de boldo etandlico fue el Unico que no presentd
diferencias significativas luego de atravesar el proceso de simulacién digestiva.
La relacién entre las hierbas se mantiene para los extractos digeridos. En el caso de las
muestras acuosas, el extracto de carqueja es en ambos casos el que menor cantidad de
polifenoles totales presenta, los extractos de boldo y menta se ven disminuidos en
igual cantidad. Con los extractos etandlicos sucede lo mismo, manteniéndose la misma
relacion entre las diferentes hierbas. Se puede observar una mayor disminucion de
cantidad de compuestos polifendlicos en la carqueja, mientras que en la menta la
reduccion es en menor proporcion. En el boldo esta disminucién no es significativa;
esto puede deberse al tipo de compuesto fendlico presente en cada hierba y qué tanto
se ven alterados por el proceso de simulacién digestiva. A pesar de que los extractos
acuosos presentaron valores menores de actividad antioxidante luego de haber sido
sometidos al proceso de simulacidon digestiva, éstos siguen siendo mayores a los
obtenidos en la literatura para los extractos sin digerir, los cuales fueron de 34,3 + 2,1,
14,1 + 0,6 y 40,7 mg GAE/g muestra seca para el boldo, la carqueja y la menta
respectivamente (Mahdavikia et al., 2017; Sabir et al., 2017; Soto et al., 2014).
Con respecto a los valores obtenidos para los extractos etandlicos sometidos al
proceso de simulacidn digestiva, en el caso de la menta dicho valor si bien es menor, es
muy similar al encontrado por Ramkissoon et al.,, 2013 (14,51 + 0,08 mg GAE/g
muestra) para extractos etandlicos de menta sin haber sido sometidos al proceso de
digestion. La carqueja resultd ser menor al presente para extracto sin digerir en la
literatura (40,3 mg GAE/g muestra, Anderson Assaid et al., 2013) sin embargo para el
extracto de boldo ocurrié lo contrario, comparando con el valor determinado por Soto
et al., 2014 (50 mg GAE/g muestra). Esto significa que si bien la actividad disminuyd,
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sigue siendo considerable e incluso comparable con la obtenida para extractos sin
digerir en otros estudios.

4.8.2 Determinacion de la actividad antioxidante luego de |la
simulacion digestiva

4.8.2.1 Frente aradicales ABTS™*

Con respecto a la actividad antioxidante de los compuestos una vez digeridos, puede
verse una relacién con la cantidad de compuestos polifendlicos. Al disminuir la
cantidad de estos compuestos disminuye la actividad antioxidante tanto frente a
radicales ABTS" como frente a radicales peroxilo. En la tabla 4.8.2.1.1, se presentan
los resultados obtenidos para la actividad antioxidante frente a radicales ABTS"".

Tabla 4.8.2.1.1: Resultados obtenidos de actividad antioxidante frente a radicales ABTS'" para
los extractos acuosos y etandlicos digeridos y sin digerir, expresados en umoles Trolox/ g
muestra. Las letras indican las diferencias significativas entre los extractos digeridos y sin
digerir de la misma hierba en cada solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo | Carqueja Menta Boldo Carqueja
Digeridos | 43+1a | 44+44 22+2a |13,12+0,042140,5%20,7a(15,4+0,44
Sin digerir | 75+5b | 73605 69t40b 31%+20b 65,3+0,8b| 49+20p

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=10).

Los valores obtenidos de actividad antioxidante frente a radicales ABTS™ en todos los
casos disminuyd al haberse sometido al proceso de simulacidén gastrointestinal. Puede
apreciarse, ademads, que esta disminucion es muy similar en todos los casos,
manteniendo la misma relacidn entre las hierbas tanto en los extractos etandlicos
como acuosos. Si bien los valores de actividad disminuyeron, comparando con valores
de actividad antioxidante de extractos de hierbas sin digerir en trabajos encontrados
en la literatura, se puede concluir que estos valores se encuentran dentro del rango de
actividad presentada en esos casos. Por ejemplo, el trabajo citado anteriormente de
Gramza-Michatowska et al., 2008, obtuvieron valores de actividad entre 58,05y 27,97
umoles TE/g muestra (romero y tomillo, respectivamente). Si tomamos en cuenta ese
estudio, los valores de actividad de los extractos digeridos acuosos de menta y boldo,
asi como el etandlico de boldo entrarian en ese rango hallado para extractos sin
digerir. Asimismo, el estudio realizado por Conde-Hernandez & Guerrero-Beltran, 2014
con hojas de hierba santa y pdapalo, arrojé que diferentes tipos de extractos hidro-
alcohdlicos de estas hierbas presentaron actividad antioxidante frente a radicales
ABTS'" entre 0,03 y 0,08 umoles Trolox/ g muestra seca para la primera, y 0,06 y 0,17
umoles Trolox/ g muestra seca para la segunda. Estos resultados son
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considerablemente menores a los obtenidos luego de haber sometido a los extractos
aqui estudiados al proceso de simulacion digestiva, lo que sugiere que los mismos
presentan una considerable actividad antioxidante frente a radicales ABTS™ incluso
luego de haber sufrido dicho proceso.

4.8.2.2 Frente a radicales peroxilo

En la tabla 4.8.2.2.1 se presentan los resultados obtenidos para la actividad
antioxidante frente a radicales peroxilo, para todos los extractos antes y después de
haber sido sometidos al proceso de simulacidn grastointestinal.

Tabla 4.8.2.2.1: Resultados obtenidos de actividad antioxidante frente a radicales peroxilo
para los extractos acuosos y etandlicos digeridos y sin digerir, expresados en pumoles Trolox/ g
muestra. Las letras indican las diferencias significativas entre los extractos digeridos y sin
digerir de la misma hierba en cada solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo | Carqueja Menta Boldo Carqueja
Digeridos | 73+2a | 71+2a | 45%4a 19+2a 109+0,7a| 32+33
Sin digerir| 116 £ 1b [ 115+9b | 64+6b | 11,2£0,90b 53%3b 100+ 30b

Nota: resultados expresados como promedio * desviacidén estandar (n=8).

Puede verse que de la misma forma que ocurre con la concentracidon de polifenoles
totales y actividad antioxidante frente a radicales ABTS™", luego de haber sido
sometidos al proceso de simulacion gastrointestinal los extractos pierden actividad
antioxidante frente a radicales peroxilo. En el caso de los extractos acuosos puede
verse que en todos los casos la actividad antioxidante se redujo significativamente.
Con respecto a los extractos etandlicos, puede observarse que en el caso de la menta,
el valor de actividad antioxidante aumenté luego de haber sido digerido, esto puede
deberse a que los compuestos fendlicos pudieron haber sufrido cambios o haber dado
lugar a otros compuestos diferentes que presentan una mayor actividad antioxidante.
Con respecto al boldo y la carqueja etandlicos, ambos valores de actividad se vieron
considerablemente reducidos luegos de haber sido sometidos al proceso de simulacién
gastrointestinal. Los valores de actividad obtenidos para los extractos digeridos en
todos los casos siguen siendo similares a los que obtuvieron Zheng & Wang, 2001,
trabajo previamente citado. Esto sugiere una muy fuerte actividad antioxidante frente
a radicales peroxilo por parte de los compuestos que componen los extractos, que si
bien disminuye al ser sometidos al proceso de simulacion gastrointestinal, sigue siendo
considerable en comparacién a extractos sin digerir de otras hierbas.
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4.8.1 Identificacion y cuantificacion de compuestos fenolicos luego de la
simulacion digestiva

En la figura 4.8.1.1 se presentan a modo de ejemplo los cromatogramas obtenidos
para el extracto de boldo acuoso a una concentracidon de 5 mg/mL luego de haber sido
sometido al proceso de simulacion gastrointestinal, a las diferentes longitudes de onda
medidas.

Boldo acuoso digerido 5 mg/mL
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Figura 4.8.1.1: Cromatogramas obtenidos para el extracto de boldo acuoso a una
concentraciéon de 5 mg/mL luego de haber sido sometido al proceso de simulaciéon
gastrointestinal, se presentan las tres longitudes de onda medidas: 285, 290 y 370 nm.
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En la tabla 4.8.1.1 se presentan los valores obtenidos para los compuestos que

pudieron ser identificados y cuantificados mediante HPLC.

Tabla 4.8.1.1: Valores de concentracion expresados en pg/mL de extracto para todos los

extractos luego de haber sido sometidos al proceso de simulacion gastrointestinal.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja Menta Boldo Carqueja
Acido cafeico 0,90+ 0,03 ND 0,19+0,02 | 1,61+£0,07 ND 0,57 +0,02
Boldina ND 8,4+0,3 ND ND 8,5+0,3 ND
Rutina 40,4+0,7 [ 7,0£04 3,5+0,2 10,7+0,7 |6,9+0,8| 17,80 £ 0,09

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=3), ND= no detectado.

Los compuestos que pudieron cuantificarse mediante el método empleado fueron el
acido cafeico, la boldina y la rutina. La boldina logra atravesar el tracto gastrointestinal
para ser detectada en los extractos digeridos, disminuyendo muy poco su
concentracion (tabla 4.5.1). El compuesto que anteriormente se habia hallado para los
extractos de carqueja sin digerir (tabla 4.5.1) fue la quercetina, que para los mismos
extractos luego de haber sido sometidos al proceso de simulacién gastrointestinal no
se encontré. Esto puede deberse a modificaciones (como por ejemplo conjugaciones)
sufridas por este compuesto, las cuales son muy frecuentes durante el proceso de
digestion (Manach et al., 2005). En el caso de la mentas etandlica, la cantidad de acido
cafeico detectada luego de someter el extracto al proceso de simulacion
gastrointestinal es mayor a la obtenida para el extracto de partida (tabla 4.5.1), esto
puede deberse a la hidrélisis de compuestos como los flavonoides capaces de generar
acidos fendlicos durante dicho proceso (Chen et al., 2018). El Unico compuesto hallado
en todos los extractos fue la rutina, exhibiendo en el caso de los extractos acuosos
aproximadamente la mitad de la concentracién obtenida para los extractos sin digerir
(tabla 4.5.1). Esta disminucién en concentracién de aproximadamente de la mitad
puede explicarse gracias al estudio realizado por Sawai et al.,, 1987, donde
demostraron que la excrecién urinaria de rutina en pacientes a los que se les
suministré 75 mg de la misma fue del 50%. Sin embargo, en el caso de los extractos
etandlicos, el de menta no presenta diferencias significativas con el valor obtenido
para el extracto sin digerir, mientras que el extracto de carqueja presenté un valor
mayor de concentracién para el extracto sometido al proceso, pudiéndose haberse

originado gracias a la conjugacion de la quercetina.

4.8.2 Determinacion de la actividad antiglicante luego de la simulacion
digestiva

La actividad antiglicante también se vio disminuida luego de haber sometido a los
extractos a simulacion digestiva. En la tabla 4.8.3.1 pueden verse los valores de IC50
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expresados en pg/mL para todos los extractos antes y luego del proceso de simulacidon
digestiva.

Tabla 4.8.3.1: Valores de IC50 de los extractos expresados en pg/mL. Las letras indican las
diferencias significativas entre los extractos digeridos y sin digerir de la misma hierba en cada
solvente.

Agua destilada EtOH 95%
Menta Boldo Carqueja | Menta | Boldo | Carqueja
Digeridos [ 70£5b 96 t40p 98+3b |[53+5b|51+4b| 5550
Sin digerir [58 +5a( 32,3+0,2a| 14+1a (43+3a|36+3a| 33%2a

Nota: resultados expresados como promedio * desviacién estandar (n=12).

Los valores obtenidos para la actividad antiglicante de los extractos se vio
notoriamente afectada por el proceso de simulacion digestiva, especialmente para los
extractos acuosos de boldo y carqueja. El maximo valor de IC50 obtenido fue de 98 + 3
ug/mL (extracto de carqueja acuoso). Este valor es bastante mayor al que este mismo
extracto presentd antes de ser sometido al proceso de simulacién digestiva, sin
embargo, el valor obtenido luego de haber sido digerido sigue siendo un valor
bastante bajo si tomamos en cuenta el estudio realizado por Ramkissoon et al., 2013,
se obtuvo un valor de IC50 de aproximadamente 12 mg/mL en extractos acuosos que
no fueron sometidos al proceso de simulacidn gastrointestinal. A su vez, si se toma en
cuenta la concentracion de extracto que se consume al ingerir una taza de té (aprox. 5
mg/mL), la cantidad de éste que se encuentre bioaccesible serd muy superior a la
necesaria para ocacionar el 50% de inhibicién de la reaccion de glicacién (aprox. 2,5
mg/mL segun Akhlaghi & Foshati, 2017). Con respecto al extracto de menta acuoso y
todos los extractos etanélicos la disminucidn en concentracion, si bien fue significativa,
no resultd tan drastica como para los extractos acuosos de boldo y carqueja acuosos.
En el caso de los extractos etandlicos, segun Rodrigues Franco et al., 2018 los IC50 que
obtuvieron fueron en el entorno de los 2,5 mg/mL, mientras que en este estudio los
extractos etanodlicos sometidos a dicho proceso presentaron valores de IC50 menores a
1 mg/mL.

4.8.3 Ensayo in vitro de actividad anti-inflamatoria luego de la
simulacion digestiva

Se decidid continuar el estudio con el extracto acuoso de boldo, dado que fue el que
logrd presentar mejor actividad anti-inflamatoria en el ensayo del apartado 4.7, de
forma de analizar las consecuencias del proceso de simulacion digestiva sobre la
actividad anti-inflamatoria de los extractos. Se utilizaron las concentraciones en las que
ya se obtuvo actividad considerable (0,05 y 0,005 mg/mL) y ademas se agregd una
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concentraciéon menor de 0,001 mg/mL. En la figura 4.8.4.1 se presentan los resultados

obtenidos.
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Figura 4.8.4.1: Porcentajes de actividad de NF-kB obtenidos para los extractos acuosos de
boldo antes y después del proceso de simulacién digestiva. El grafico A corresponde a los
porcentajes de actividad NF-kB de los controles realizados, siendo B digestion (blanco de
digestion) las sales y demds componentes que participan del proceso de simulacién
gatrointestinal, B digestion + TNF-a refiere al blanco de las sales de digestién en presencia de
TNF-a, E (Extracto): células incubadas solo con el extracto de hierba y B E digerido (blanco de
extracto digerido) corresponde al extracto sometido al proceso de simulacién gastrointestinal
incubado sin TNF-a. El grafico B corresponde a la actividad anti-inflamatoria presentada por los
extractos que no fueron sometidos al proceso de simulacién gastrointestinal comparado con
los que si fueron sometidos. TNF-a: refiere a las células incubadas Unicamente con TNF-q,
Control: refiere a las células incubadas Unicamente con medio de cultivo suplementado (sin
TNF-a ni extracto de hierba). Los valores se expresan como promedio + desviacidon estandar,
n=9. Las letras indican diferencias significativas entre los valores.

Las sales y demds componentes que se utilizaron para realizar la simulacién
gastrointestinal (B digestiéon) parecen no generar efecto pro-inflamatorio (figura
4.8.4.1, A), dado que no se encuentran diferencias significativas con el valor base
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obtenido para las células incubadas sin agente pro-inflamatorio ni extracto de hierba
(Control). Sin embargo, B digestién en presencia de TNF-a (B digestion + TNF-a) si
genera una gran activacion de NF-kB, lo que permite confirmar que dichas sales y
demds componentes tampoco presentan actividad anti-inflamatoria, por lo que de
observarse una disminucién en la actividad NF-kB para los extractos sometidos al
proceso de simulacidn gastrointestinal, seria exclusiva del extracto estudiado.

Los extractos de boldo que no fueron sometidos al proceso de simulacién digestiva
(figura 4.8.4.1, B) presentaron una disminucién en la actividad NF-kB, lo que significa
qgue disminuyeron la inflamacidn ocasionada por el agente pro-inflamatorio TNF-a. Los
valores obtenidos de disminucién de la actividad de la cascada pro-inflamatoria fueron
entre 24 a 30%. El resultado de actividad NF-kB no varié al aumentar la concentracion,
pues no se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos. Los
extractos sometidos al proceso de simulacidon digestiva (figura 4.8.4.1, B) también
lograron disminuir la actividad NF-kB. El extracto de menor concentracién estudiada
(0,001 mg/mL) fue el que presentd una mayor actividad NF-kB, con un valor de
reduccion de solo 11%. Sin embargo las otras dos concentraciones estudiadas
presentaron valores de actividad menores, siendo la reduccién de actividad pro-
inflamatoria obtenida de 35 a 42%. Estos resultados sugieren que si bien los extractos
de boldo lograron disminuir la actividad NF-kB a las concentraciones estudiadas, los
extractos de boldo sometidos al proceso de simulacion digestiva presentaron valores
de actividad NF-kB aun menores, lo que indica un mejor efecto anti-inflamatorio luego
de haber sido consumidos y una vez en el intestino.

Como conclusidon parcial de esta parte, los extractos presentan una disminucién
significativa en contenido de polifenoles totales, actividad antioxidante tanto frente a
radicales ABTS"* como peroxilo y actividad antiglicante una vez sometidos al proceso
de simulacién gastrica. Sin embargo, si se toma en cuenta nuevamente que al
consumir una taza de té se esta ingiriendo aproximadamente un cuarto de extracto
(tabla 4.4.1) lo que equivale a una concentracién de aproximadamente 5 mg/mL de
extracto, estas caracteristicas bioactivas estarian presentes a nivel intestinal luego de
haber sido ingerida la infusidn. Asimismo, comparando los valores obtenidos de los
extractos sometidos al proceso de simulacién digestiva para cada propiedad bioactiva
con los que se encuentran en la literatura para extractos similares sin haber pasado
por dicho proceso, se puede concluir que presentan actividad suficiente como para ser
considerados fuentes de compuestos bioactivos naturales para aplicar, en este caso,
en la industria alimentaria.

4.9 Capacidad inhibitoria de la glicacion con fructosa a nivel del tracto
gastrointestinal

Con los extractos acuosos de boldo, dado que son los que hasta ahora presentaron
mejores caracteristicas bioactivas, se procedié a medir la actividad antiglicante
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durante el proceso de simulacién digestiva seguin (Bains & Gugliucci, 2017); siguiendo
las etapas descritas anteriormente, pero en este caso se trabajé con la reaccion de
glicacion entre la proteina BSA y la fructosa como modelo. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 4.9.1.

100

Bl sin digerir

Durante la digestién

Inhibiciéon glicacion (%)

Figura 4.9.1: Valores de porcentaje de actividad antiglicante obtenidos para los sistemas
incubados con boldo 5 mg/mL o aminoguanidina 4mM (AG) durante el proceso de simulacion
gastrointestinal, comparado con los que no fueron sometidos a dicho proceso. Las letras
sefialan los valores significativamente diferentes de porcentaje de actividad entre el sistema
sometido o no al proceso de simulacidn gastrointestinal.

El boldo a una concentracién de 5 mg/mL logra una actividad antiglicante del 95,4 +
0,3% vy ésta parece mantenerse durante el proceso de simulacién gastrointestinal, no
encontrandose diferencias significativas entre ambos valores. Con la aminoguanidina
ocurrié algo diferente, a una concentraciéon de 4mM logrd un porcentaje de actividad
antiglicante del 77 £ 1%, lo cual de por si es menor al obtenido con el boldo, esto
indica que se utilizé una concentracion mas baja de la necesaria para lograr el 100% de
inhibicién. A su vez, durante el proceso de simulacidn gastrointestinal este valor
disminuyd considerablemente, alcanzando un porcentaje de actividad antiglicante de
tan solo 43,4 + 0,8%. Esto puede significar que el inhibidor de la actividad antiglicante
utilizado como referencia presenta menos resistencia frente al proceso de simulacién
gastrointestinal, debe destacarse que en el extracto de boldo hay una amplia variedad
de compuestos de diferente naturaleza, por lo que es razonable pensar que algunos
resistan mas o menos el proceso de digestion. También debe tenerse en cuenta que la
concentracion de boldo utilizada pudo haber sido lo suficientemente elevada como
para que no se presenten diferencias significativas antes y durante el proceso.

Este resultado sugiere que tanto el extracto acuoso de boldo presenta una gran
actividad antiglicante durante el proceso de simulacién gastrointestinal, lo que
significa una disminucion en la formacién endégena de compuestos AGEs.
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4.10 Ensayos de oxidacion de la HDL

Se realizaron ensayos frente a ambos agentes oxidantes con los extractos de agua
destilada y etanol 95% sin ultrasonido de las tres hierbas, de forma de confirmar su
eficacia en el mantenimiento de la actividad de la enzima PON-1. Se utilizé una
concentracién de extracto de 0,05 mg/mL, los datos se presentan en la figura 4.10.1.
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Figura 4.10.1: Porcentajes de actividad de la PON-1 presente en la HDL cuando ésta fue
incubada por 3h a 37°C con los extractos (concentracién de 0,05 mg/mL) y AAPH (A) o SIN-1
(B). Las letras indican los valores significativamente diferentes.

Todos los extractos presentaron una excelente capacidad de mantenimiento de la
actividad arilesterasa de la PON-1, llegando incluso a valores mayores al 100%, lo que
indica no solo un mantenimiento, sino una mejora de dicha actividad. En la presencia
de AAPH (figura 4.10.1, A), los extractos acuosos presentaron un valor maximo de
mantenimiento del 98%, mientras que los etandlicos un valor del 97%, los cuales son
valores muy elevados de mantenimiento de actividad. La hierba que mayor porcentaje
de actividad logré mantener en presencia de AAPH fue la menta tanto acuosa como
etandlica, sin embargo no se presentan diferencias significativas con los extractos de
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las otras hierbas, por lo que todos los extractos de todas las hierbas presentaron
similar efecto. Los resultados fueron similares frente a SIN-1 (figura 4.10.1, B), donde
106% fue el valor maximo obtenido de mantenimiento para los extractos acuosos y
104% el mayor valor para los extractos etandlicos. En estos casos pareceria indicar que
se llegd incluso a mejorar la actividad original de la PON-1, un 6% en el caso de los
extractos acuosos y un 4% en el caso de los extractos etandlicos. Frente a SIN-1, el
extracto acuoso que mayor mantenimiento de la actividad presentd fue el de menta,
mientras que el que menor mantenimiento de actividad presenté fue el de carqueja. El
extracto etandlico que mejor mantenimiento de actividad presentd fue el de carqueja,
mientras que los que menor mantenimiento presentaron fueron los de menta y boldo,
dado que no presentaron diferencias significativas entre ellos. En el trabajo realizado
por Menini et al., 2007 con extractos acuosos de yerba mate, obtuvieron un 100% de la
mantencion de la actividad de la PON-1 con una concentraciéon de extracto de 0,02
mg/mL.

Como ya se conoce, el SIN-1 es un agente oxidante que libera peroxinitrito en
condiciones aerobias. Estos resultados sugieren que la capacidad antioxidante de los
extractos de menta (y el de carqueja etandlico) son mas eficaces evitando el dafo
realizado por este tipo de radical. A su vez, esta aparente actividad protectora
presente en el extracto etandlico de la menta parece ser independiente de sus
actividades antioxidante y antiglicante, dado que este extracto fue el que menor
actividad antioxidante presentd y su actividad antiglicante también fue baja.

Se puede concluir que estos extractos efectivamente presentan una actividad
inhibitoria de la oxidacién de la PON-1, aumentando su interés médico como futuros
ingredientes en alimentos funcionales.

4.10.1 Acercamiento al analisis estructural de la poblacidon de particulas
de HDL

Finalmente, se realizd un ensayo en gel de electroforesis en condiciones nativas, de
forma de poder explorar qué es lo que ocurre con estas particulas de HDL en presencia
de agentes oxidantes y si esta situacién se revierte en presencia de los extractos de las
hierbas. Para ello se realizaron dos ensayos de Lipoprint, uno incubando con AAPH
(concentracion final de extracto de 0,01 mg/mL) como agente oxidante. En la figura
4.10.2.1 se muestran los resultados que se obtuvieron una vez analizados los geles
para las muestras sometidas a la accion del AAPH.
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Figura 4.10.2.1: Perfiles de tamafios de particulas obtenidos para la poblacién de HDL de los
tres controles realizados. Se representa la concentracién de particulas en el eje vertical en
funcion del tamafio de particula en el eje horizontal. El color verde simboliza las particulas de
mayor tamanio, el amarillo las de tamafio medio y el rojo las de menor tamanio. El primer perfil
corresponde al suero sin tratamiento alguno, el segundo corresponde a la HDL purificada. El
tercer perfil corresponde a la HDL incubada con AAPH durante 3h a 37°C en presencia de los
extractos tanto acuosos como etandlicos.

Si bien aun no estd del todo resuelto cudles son las particulas de HDL que mas
protegen contra la formacién de la placa de ateroma, se ha visto que las de mayor
tamafio pueden tener mas relevancia en este rol (Bergmeier et al., 2004; Brown et al.,
2010). Segun este antecedente, pareceria que las hierbas estan cumpliendo una
funcidn muy interesante sobre las particulas de HDL cuando éstas fueron enfrentadas
a AAPH. Claramente puede observarse en la figura 4.10.2.1, que el perfil original de la
HDL purificada practicamente no cuenta con particulas de poco tamafio, una vez
sometidas al AAPH, estas particulas sufren una redistribucidon, generdandose nuevas
particulas de menor tamafio. En la figura 4.10.2.1 se presentan los resultados
obtenidos para las muestras en presencia de los extractos.
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Figura 4.10.2.2: Perfiles de tamafios de particulas obtenidos para la poblacién de la HDL
purificada en presencia de los extractos y AAPH. Los primeros tres perfiles corresponden a los
extractos acuosos y los ultimos tres a los etandlicos. El color verde simboliza las particulas de
mayor tamafio, el amarillo las de tamafio medio y el rojo las de menor tamaiio.

Cuando se le agregan los extractos (ya sean acuosos o etandlicos) puede verse una
clara reestructuracién hacia el perfil original de HDL (figura 4.10.2.2). Esto significa que
los extractos de estas tres hierbas, sean acuosos o etandlicos, tienen la capacidad de
restaurar la poblacién de HDL a su distribucién original. Si asociamos estos resultados a
la actividad registrada por la PON-1, ésta fue mayor en la HDL purificada, menor en
presencia de oxidantes y preservada una vez enfrentada a los extractos, esto sugiere
gue tal vez las particulas de HDL de mayor tamafio podrian estar mas involucradas en
esta actividad (Bergmeier et al., 2004).
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5 Conclusiones

Los resultados presentados en esta investigacion demostraron que todos los extractos
estudiados presentaron considerable cantidad de compuestos polifendlicos totales, asi
como una gran actividad antioxidante (frente a radicales ABTS™™ o peroxilo),
antiglicante y anti-inflamatoria, incluso luego de haber sido sometidos al proceso de
simulacién gastrointestinal. Asimismo, se evidencié que los extractos de todas las
hierbas parecen presentar actividad anti-aterogénica, dado que logran evitar la
oxidacion de la enzima PON-1 manteniendo su actividad en presencia de agentes
oxidantes, asi como afectar la distribuciéon de subclases de la HDL, llevando a
condiciones con mayor actividad anti-aterogénica.

1. Identificar, cuantificar y caracterizar los principales compuestos bioactivos
presentes en extractos obtenidos mediante diferentes métodos de
extraccion (convencionales y asistidos por ultrasonido), comparar las
caracteristicas bioactivas de cada uno y seleccionar los mas efectivos.

Los resultados obtenidos para la cantidad de compuestos polifendlicos totales reflejan
una gran cantidad de los mismos. Los valores de contenido de compuestos
polifendlicos hallados para todos los extractos fueron incluso mayores a los
encontrados en la literatura. Los compuestos que lograron ser identificados y
cuantificados mediante HPLC fueron el acido cafeico, la boldina, la rutina y la
quercetina. Esta ultima sélo se encontré en los extractos de carqueja, asi como la
boldina que se encontré Unicamente en los extractos de boldo, el resto de los
compuestos se encontraron en los extractos de todas las hierbas.

La aplicacion de ultrasonido como método para lograr una mejor extraccidon de
compuestos polifendlicos y asi lograr extractos con mejores caracteristicas bioactivas
no logré ser eficaz. Los extractos con aplicacion de ultrasonido presentaron menor
contenido de compuestos polifenélicos que los que no presentaron US, lo mismo
sucedié con la actividad antioxidante frente a radicales ABTS"* obteniéndose igual (con
excepcion del extracto de menta etandlico), sino menor actividad a los extractos
obtenidos sin aplicar US. La Unica excepcion fue la de la actividad antioxidante frente a
radicales peroxilo, donde el extracto acuoso de carqueja asi como todos los extractos
etandlicos si presentaron una mayor actividad al aplicarsele el tratamiento con US
hasta 2 horas, disminuyendo esta actividad a mayores tiempos de aplicacion. De forma
de poder comparar uno a uno los extractos en los siguientes ensayos y contar con un
método uniforme para obtener los extractos se decidié continuar con los extractos sin
aplicacion de US.
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2. Evaluar las actividades antioxidante, antiglicante y anti-inflamatoria de los
extractos seleccionados antes y luego de haber sido sometidos al proceso
de simulacién gastrointestinal.

La actividad antioxidante mediante ambos métodos encontrada en todos los extractos
fue considerable, resultando igual o mejor a la reportada para las mismas y otras
hierbas estudiadas en diferentes estudios.

Las actividades antiglicante y anti-inflamatoria que presentan los extractos estudiados
en este trabajo son incluso mayores a las referencias encontradas, reflejando la gran
capacidad bioactiva de las hierbas estudiadas.

Luego del proceso de simulacidon gastrointestinal, solo se lograron identificar y
cuantificar el acido cafeico, la boldina y la rutina. El primero se encontré en los
extractos de menta y carqueja, la boldina se encontré en los extractos de boldo,
mientras que la rutina se hallé en los extractos de todas las hierbas. Si bien los valores
de compuestos polifendlicos totales y actividad antioxidante obtenidos luego de haber
sido sometidos a dicho proceso fueron menores a los obtenidos antes del mismo, éstos
siguen siendo lo suficientemente elevados como para considerar que pueden llegar a
causar efectos puntuales en el organismo, comparando con valores extraidos de la
literatura.

La actividad antiglicante disminuyd luego de que los extractos fueran sometidos al
proceso de simulacién gastrointestinal, sin embargo los resultados hallados indican
que estos extractos son mas efectivos que los encontrados en la literatura. Referido a
la actividad anti-inflamatoria, los resultados obtenidos para los extractos sometidos al
proceso de simulacién gastrointestinal resultaron presentar incluso una mayor
actividad que los extractos sin haber sido sometidos a dicho proceso. Para poder
afirmar esto ultimo, sin embargo, se necesitaria realizar variados analisis a nivel in vivo,
analizando a nivel de orina y suero las concentraciones de estos compuestos.
Asimismo, mas a largo plazo podria analizarse el efecto directo de estos compuestos
utilizando modelos animales.

3. Evaluar el poder antiglicante del extracto seleccionado frente AGEs
originados por la fructosa a nivel del tracto gastrointestinal.

Se comprobd que el extracto de boldo acuoso logrd inhibir considerablemente la
formacién de AGEs mediante la union de fructosa a nivel del tracto gastrointestinal, no
presentando diferencias significativas con respecto al extracto sin haber sido sometido
a dicho proceso. El resultado de inhibicidn de la reaccién de glicacion por fructosa a
nivel del tracto gastrointestinal para el extracto de boldo resulté incluso ser mayor al
presentado por la aminoguanidina, inhibidor de referencia.

91

Lic. Agustina lrazusta Silvestri



Nuevas alternativas naturales para la prevencién y control de enfermedades crénicas no transmisibles.

4, Evaluar la hipdtesis de que los extractos obtenidos de las hierbas logran
evitar la oxidacion de la proteina PON-1 del complejo HDL, asi como
también evitar posibles cambios conformacionales en dicho complejo.

Se puede concluir que estos extractos (acuosos y etandlicos) parecen presentar
caracteristicas anti-aterédmicas, logrando prevenir la oxidacion de la enzima PON-1 y
manteniendo su actividad, en presencia de agentes oxidantes (AAPH y SIN-1).
Asimismo, parecen afectar la distribucién de subclases de la HDL, llevando a
condiciones con mayor actividad anti-aterogénica frente a AAPH como agente
oxidante.

Como conclusidn general, los extractos acuosos y etandlicos de las tres hierbas
estudiadas (Mentha x piperita L., Peumus boldus Mol. y Baccharis trimera lless.), son
muy buenos candidatos como fuente de compuestos polifendlicos con capacidades
bioactivas muy interesantes como para ser utilizados como ingredientes en alimentos
funcionales.
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