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Resumen

Antecedentes: el potencial nutricional y farmacoldgico de las plantas autdctonas argentinas
ha sido poco estudiado. Sin embargo, es conocido que el consumo de sus extractos modifica
la biodisponibilidad de fitoquimicos en diferentes tejidos, entre ellos el Sistema Nervioso
Central (SNC), blanco de numerosos procesos patoldgicos asociados a oxidacion e
inflamacién como el cancer. Este compromete al SNC de manera primaria y/o secundaria
siendo, ésta Ultima, por un proceso metastdsico (sindrome neopldsico) y/o
inmunoendocrino (sindrome paraneopldsico) que incluyen estrés oxidativo y
neuroinflamacion. Entre los potenciales neuroprotectores provenientes de extractos
vegetales, los polifenoles constituyen el mayor grupo antioxidantes con su reconocida
habilidad para atravesar la barrera hematoencefdlica y alojarse en el SNC luego de la ingesta
de infusiones. El objetivo principal fue determinar el efecto del consumo de extractos
vegetales acuosos derivados de plantas nativas argentinas sobre el SNC de un modelo
murino de cancer, en funcién de su actividad redox y potencial inmunomodulador. La
importancia del tema radica en desarrollar estrategias nutricionales para prevenir y tratar
la disfunciéon neurolégica con compuestos presentes en especies vegetales (dieta o
formulaciones farmacolégicas). Metodologia: se identificaron y cuantificaron compuestos
fendlicos (HPLC-DAD-MS) de tres especies vegetales nativas: L. grisebachii (LG), A.
quebracho-blanco (AQB) e I. paraguariensis (IP). Se realizd6 un ensayo in vitro en células
gliales T98-G (humanas) y C6 (ratén), evaluando viabilidad celular, perfil de acidos grasos y
liberacion de interleuquina 6 (IL-6) tras tratamientos con los fitoextractos. Se desarrollé un
primer ensayo con ratones Balb/c sanos (n>3) tratados por via oral durante 30 dias: C (agua
sin tratamiento) 6 100 mg/Kg/dia de extracto de LG, AQB o IP. En funcién de estos
resultados, se realizd un segundo ensayo con ratones Balb/c inoculados con células LAC-1
(adenocarcinoma de pulmén), tratados por via oral durante 21 dias con 0 (control), 50 6
100 mg/Kg/dia de IP (n>3). Se analizaron regiones encefalicas (telencéfalo, diencéfalo,
cerebelo, mesencéfalo y tallo encefélico). Se determinaron por espectrofotometria: fenoles

totales, perdxidos, GGT, superdxidos; por ELISA la concentracién de TNF-a e IL-6, mientras
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que el perfil de AG (en lineas celulares y regiones encefdlicas) se determind por
cromatografia de gases. La biodisponibilidad de polifenoles en cerebro se determiné por
HPLC-UV. Se analizd histopatologia en telencéfalo (densidad celular, pérdida de mielina y
apoptosis). Resultados: Se determinaron 21 compuestos fendlicos en LG, principalmente
iridoides, 31 compuestos en AQB, en su mayoria derivados hidroxibenzoicos y 23
compuestos en IP, principalmente derivados del acido cafeoil-quinico (acido clorogénico -
AC). En el ensayo in vitro, LG no se relaciond con la liberacién de IL-6, AQB aumenté su
liberacion e IP produjo una disminucién de esta citoquina, asociada a un aumento del acido
graso palmitoleico (w-7). En el ensayo con ratones sanos, LG y AQB causaron desequilibrio
fendlico y desencadenaron estrés oxidativo, mientras que IP mostré efectos redox
diferenciales en las regiones encefdlicas estudiadas, y el mejor perfil redox en encéfalo
total. En el segundo ensayo murino, los ratones fueron inoculados con LAC-1. Se identifico
ACvy quercetina (Q) en las regiones del cerebro, higado y tumor, de manera dependiente de
la dosis de IP. El AC fue el principal compuesto encontrado en el cerebro, mientras que la Q
se observd, en menor medida, en el diencéfalo. Ambos compuestos redujeron la IL-6 en
diencéfalo, dependiente de la dosis de IP con respecto al control (9% y 29%,
respectivamente, p<0,05). La histologia sugirié proteccién celular con menos apoptosis en
areas expuestas a AC. Esto avalado por la desmielinizaciéon observada en los cerebros de los
ratones sin tratamiento (p<0,05). Conclusiones: los resultados mostraron un efecto
neuroprotector de IP, lo cual es relevante dado que es una planta ampliamente consumida
por la poblacién mundial. Su actividad neuroprotectora tiene un potencial de salud
relevante al mejorar los efectos nocivos del cdncer, transferible al dmbito sanitario con
importantes implicancias. De esta manera resulta relevante profundizar el estudio de IP
para conocer la concentracién adecuada y la biodisponibilidad de sus fitoquimicos
potencialmente protectores en el SNC, reconocer sus efectos antioxidantes y
antiinflamatorios y generar nuevas estrategias quimiopreventivas a partir de la ingesta
masiva y frecuente de ilex paraguariensis en la poblacidn argentina.

Palabras claves: polifenoles, ilex paraguariensis, Sistema Nervioso Central, acido

clorogénico, quercetina, nutricion.
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Abstract

Background: the nutritional and pharmacological potential of Argentine native plants has
been studied very little. However, we already know that the consumption of its extracts
modifies the bioavailability of phytochemicals in different tissues, among them—the
Central Nervous System (CNS), which is a target of numerous pathological processes
associated with oxidation and inflammation such as cancer. These processes involve the
CNS in a primary and/or secondary way, the latter being due to a metastatic process
(neoplastic syndrome) and/or immunoendocrine (paraneoplastic syndrome) that include
oxidative stress and neuroinflammation. Among the neuroprotective potentials derived
from plant extracts, polyphenols are the largest antioxidant group with their recognized
ability to cross the blood-brain barrier and stay in the CNS after infusions. The main
objective was to determine the effect of the consumption of aqueous plant extracts derived
from Argentine native plants on the CNS of a murine model of cancer. The effect would be
determined by its redox activity and immunomodulatory potential. The importance of this
topic lies in developing nutritional strategies to prevent and treat neurological dysfunction
with compounds present in plant species (diet or pharmacological formulations).
Methodology: phenolic compounds (HPLC-DAD-MS) were identified and quantified from
three native plant species: L. grisebachii (LG), A. quebracho-blanco (AQB) and I
paraguariensis (IP). An in vitro assay was carried out on glial cells T98-G (human) and C6
(mouse), evaluating cell viability, fatty acid profile and release of interleukin 6 (IL-6) after
treatments with phytoextracts. A first trial was developed with healthy Balb/c mice (n>3)
treated orally for 30 days: C (untreated water) or 100 mg/Kg/day of LG, AQB or IP extract.
Based on these results, a second test was performed with Balb/c mice inoculated with LAC-
1 cells (lung adenocarcinoma), treated orally for 21 days with O (control), 50 or 100
mg/kg/day of IP (n>3). Brain regions were analyzed (telencephalon, diencephalon,
cerebellum, mesencephalon and brainstem). They were determined by spectrophotometry:
total phenols, peroxides, GGT, superoxide; TNF-a and IL-6 concentrations by ELISA, while
the AG profile (in cell lines and encephalic regions) was determined by gas chromatography.

The brain phenolic bioavailability was determined by HPLC-UV. Histopathology was
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analyzed in telencephalon (cell density, loss of myelin and apoptosis). Results: We
determined 21 phenolic compounds in LG, mainly iridoids, 31 compounds in AQB, mostly
hydroxybenzoic derivatives and 23 compounds in IP, mainly derivatives of caffeoyl-quinic
acid (chlorogenic acid - AC). In the in vitro assay, LG was not related to the IL-6 release, AQB
increased release IL-6 and IP produced a decrease in this cytokine, associated with an
increase in palmitoleic fatty acid (w-7). In healthy mice assay, LG and AQB caused phenolic
imbalance and triggered oxidative stress, while IP showed differential redox effects in the
brain regions studied, and the best redox profile in the total brain. In the second murine
assay, the mice were inoculated with LAC-1. AC and quercetin (Q) were identified in the
brain regions, liver and tumor, in @ manner dependent on the IP dose. AC was the main
compound found in brain, while Q was observed, to a lesser extent, in diencephalon. Both
compounds reduced IL-6 in diencephalon, dependent on the IP dose with respect to control
(9% and 29%, respectively, p<0.05). Histology suggested cellular protection with less
apoptosis in areas exposed to AC. This is supported by the demyelination observed in brains
of mice without treatment (p <0.05). Conclusions: the results showed a neuroprotective
effect of IP, which is relevant given that it is a plant widely consumed by world population.
Its neuroprotective activity has a relevant health potential to amelliorate the harmful
effects of cancer, transferable to the health field with important implications. In this way it
is relevant to deepen the study of IP to know the adequate concentration and bioavailability
of its potentially protective phytochemicals in the CNS, to recognize its anti-oxidant and
anti-inflammatory effects and to generate new chemopreventive strategies from the
massive and frequent ingestion of ilex paraguariensis in the Argentine population.

Keywords: polyphenols, ilex paraguariensis, Central Nervous System, chlorogenic acid,
quercetin, nutrition.
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Capitulo 1 INTRODUCCION

1. Potencial de la flora nativa argentina

Las plantas autdctonas argentinas presentan un enorme potencial sanitario, que junto a
numerosas especies de Latinoamérica han sido, durante muchos afios, la principal fuente
medicinal de las personas (White et al, 2004). Dentro del extenso territorio argentino, las
plantas que habitan en la region montafiosa del centro, especificamente la regién
fitogeografica chaqueiia, han sido poco estudiadas, a pesar de que representan cerca del
31% de la flora medicinal argentina (Golenioswky et al, 2006). Mas especificamente,
estudios cientificos han identificado que la provincia de Cérdoba incluye aproximadamente
669 taxones, donde las familias botanicas Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Euphorbiaceae y
Solanaceae representan mas del 50% del total de plantas medicinales de Cérdoba (Barboza
et al, 2006). En este orden, en areas geograficas especificas mas pequeias, como es la
“Sierra de Comechingones” se han identificado 65 familias y 149 géneros diferentes de
plantas que actualmente se usan en la medicina tradicional, siendo Asteraceae,
Verbenaceae, Fabaceae y Solanaceae las mas representativas (Golenioswky et al, 2006).

En este contexto, se llevaron a cabo distintos trabajos de bioprospeccién para identificar
plantas con potencial efecto antioxidante y xenohormético. Se ensayaron in vivo tres
plantas autdctonas argentinas: Lantana grisebachii Stuck. (Verbenaceae), Aspidosperma
quebracho-blanco Schitdl. (Apocynaceae) e llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae).

Lantana es un género de la familia Verbenaceae con mas de 100 especies, en su mayoria
americanas. Lantana grisebachii es un arbusto perenne autdctono, distribuido en distintas
provincias argentinas (Catamarca, Chaco, Formosa, Tucuman, Cérdoba, Entre Rios, entre
otras) principalmente en la regién fitogeografica chaquefia y abundante en las Sierras de
Cérdoba (Steibel, 1999). Dentro de sus propiedades medicinales, las infusiones de sus
partes aéreas son estimulantes gastrointestinales ya que mejoran la eliminacién de toxinas
y poseen actividades antipiréticas y antimicrobianas (Barboza et al, 2009). Se reportan usos

populares como capacidad sedativa, febrifuga, emética, antirreumatica y diurética (Ratera
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et al, 1980; Alonso et al, 2015; Borneo et al, 2007). Presenta un potencial inmunoactivo y
previene, en ensayos in vitro, la nefrotoxicidad por arsénico (Soria et al, 2008).
Aspidosperma quebracho-blanco es una especie arbérea de la familia Apocynaceae, que
habita en el centro de América del Sur. Es dominante en la regién de Chaco semidrido y
arido y abundante en Chaco humedo, cuantioso en las Sierras de Cérdoba (Demaio et al,
2015). Se le atribuyen efectos antiasmatico, cicatrizante y febrifugo (Borneo et al, 2009).
Muchas de sus propiedades medicinales se deben a la presencia de principios activos
identificados como aspidospermina, quebrachamina, aspidosamina y quebrachina (Demaio
et al, 2015).

llex paraguariensis, conocida como yerba mate, pertenece a la familia Aquifoleaceae y es
una especie de origen sudamericano, que se encuentra fundamentalmente en la region
oriental del Paraguay y en pequefias zonas de Uruguay, sur de Brasil, litoral mesopotdamico
argentino y sur de Bolivia (Alonso et al, 2015). Sus hojas y tallos se consumen en forma de
mate, infusidn que se bebe con bombilla, de amplio consumo en Sudamérica. En Argentina,
especificamente en la ciudad de Cérdoba, estudios han registrado valores de consumo
promedio igual a 495 + 13 mL/persona/dia (Niclis et al, 2016). Numerosos estudios han
demostrado sus propiedades en salud, regulando desequilibrios oxidativos y el
metabolismo de los lipidos. Se ha reportado su accién estimulante, antioxidante, anti-
inflamatoria, anticancerigena, entre otras (Alonso et al, 2015). Estas propiedades estan
relacionadas principalmente con sus fracciones bioactivas, representadas por
metilxantinas, saponinas y polifenoles (Rocha et al, 2018).

Diversos estudios cientificos han demostrado el efecto beneficioso de la ingesta de plantas
silvestres para la salud humana, dado que su consumo mejora la biodisponibilidad de
ciertos fitoquimicos en diferentes érganos, como higado, rifién, cerebro, etc. (Albrecht et
al, 2017; Andrade et al, 2011). Estos fitoquimicos, principalmente polifenoles, previenen y
modulan procesos fisiopatolégicos asociados a oxidacién e inflamacidn que se

desencadenan en patologias crénicas, como el cancer (Vauzour et al, 2012).

1.1. Fitoquimicos
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Polifenoles

Las compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo de numerosas sustancias no
energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal que se originan como producto de
su metabolismo secundario, siendo indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales
(Pandey et al, 2009; Tomas-Barberan et al, 2018). Estos incluyen compuestos con
estructuras moleculares diversas caracterizadas por la presencia de uno o varios anillos
fendlicos, algunas relativamente simples, como los acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos y flavonoides (Figura 1)
(Quifiones et al, 2012; Spencer et al, 2008) hasta moléculas poliméricas de elevado peso
molecular, como los taninos hidrolizables y condensados (Tomds-Barberan, 2003).

Pueden dividirse en subgrupos segun su estructura. Los flavonoides, con estructura basica
C6-C3-C6, incluyen antocianinas, flavonoles y flavonas, flavanonas e isoflavonas. Otro
subgrupo importante es el de los fenil propanoides que incluye a los derivados de acidos
hidroxicinamicos como cafeico, ferulico, sindapico y p-cumarico. También tienen importancia
los estilbenoides (resveratrol) y los derivados benzoicos como los acidos gélico y elagico

(Tomas-Barberan et al, 2003).
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Figura 1. Clasificacion y estructura quimica de polifenoles dietarios (adaptacién de Spencer
et al, 2008)

Via de sintesis de compuestos fendlicos

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las plantas
tiene lugar a través de dos importantes rutas: la ruta del acido siquimico y la ruta de los
poliacetatos (Figura 2) (Quifiones et al, 2012). La ruta del 4cido siquimico es responsable de
la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas. Es dependiente de la
luzy, a partir de dos productos tipicamente fotosintéticos, la eritrosa-4-fostato, procedente
de la via de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato se inicia una secuencia de reacciones
gue conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados de éste, como los aminoacidos
aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina. También da origen a los dcidos cindmicos y
sus derivados como fenoles sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos vy

fenilpropanoides (Quifiones et al, 2012; Avalos Garcia et al, 2009). Por otro lado, la via de
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los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas (Quifiones et al, 2012). La accién
de la Coenzima A ligasa, transforma el acido p-cumdrico en p-cumaroil-CoA, que es el
precursor activo de la mayoria de los fenoles de origen vegetal. La ruta de los poliacetatos
comienza a partir de una molécula inicial de acetilCoA, y seguida por una serie de
condensaciones. Por reduccidon de éstos se forman los acidos grasos, y por ciclacion
posterior se forman una gran variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas y
otros metabolitos que se generan a través de rutas mixtas (Quifiones et al, 2012).

Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la via del acido siquimico como de la ruta
de los poliacetatos. Es el caso de numerosas moléculas biolégicamente activas,
denominadas flavonoides, siendo las antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e
isoflavonas las mas abundantes (Avalos Garcia et al, 2009). En la ruta de biosintesis de
flavonoides, en la primera etapa condensan 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula
de p-cumaril-CoA, catalizada por calcona-sintetasa, da lugar a naringerina calcona que es
principal precursor de flavonoles y antocianinas. Si a esta misma condensacion la cataliza la
estilbeno-sintasa, conduce a la formacién de estilbenos implicados en mecanismos de

defensa de plantas frente a patdgenos (Quifiones et al, 2012; Avalos Garcia et al, 2009).
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Figura 2. Biosintesis de polifenoles en las plantas (adaptado de Quifiones et al, 2012).

Alimentos fuente de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se encuentran en una amplia variedad de plantas comestibles,
frutos, hortalizas, bebidas como té, café, cerveza y vino tinto, en el aceite de oliva, en
cereales y en algunas semillas como las de leguminosas (Pandey et al., 2009; Estrella
Pedrola, 2018). En la mayoria de los casos, los alimentos contienen mezclas complejas de
polifenoles. En general, las partes aéreas de las plantas consumidas en forma de infusion
(té) contienen apreciables cantidades de procianidinas y catequinas (Andrade et al, 2011;
Pandey et al, 2009) mientras que los frutos contienen concentraciones relativamente altas
de derivados de quercetina, kaempferol (flavonoles), y acidos hidroxicinamicos (acido
galico, cafeico, etc.) (Estrella Pedrola, 2018).

En cuanto a la presencia de compuestos fendlicos en plantas autdctonas argentinas, existe
escasa evidencia cientifica. Si bien se han descripto cantidades de fenoles y de flavonoides

totales de varias familias de plantas (Borneo et al, 2009), no se ha encontrado informacién
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de caracterizacion fendlica especifica de Lantana grisebachii y Aspidosperma quebracho-
blanco. Por otro lado, el perfil de polifenoles de Ilex paraguariensis ha sido ampliamente
estudiado dado su habitual consumo en la poblaciéon sudamericana, reportando el acido
clorogénico como el principal acido fendlico presente en esta planta (Bracesco et al, 2011;
Gonzalez de Mejia et al, 2010). Sin embargo, son escasos los reportes de caracterizacion y

cuantificacion fendlica de yerba mate obtenida de cultivos organicos (no comercial).
En la Tabla 1 se observan valores de fenoles totales, flavonoides totales y poder
antioxidante de los extractos de plantas seleccionadas reportados en la bibliografia (Borneo

et al, 2009; Albrecht et al, 2017).

Tabla 1. Perfil fitonutricional de los extractos seleccionados

Extracto Poder Fenoles totales** Flavonoides

de plantas antioxidante* totales***
Lantana grisebachii 351,30 £ 10,89 10,23 +0,43 5,98 +0,12
A. quebracho-blanco 234,30 £ 8,63 2,57+0,14 0,97 + 0,06
llex paraguariensis 1653,57 + 24,86 21,77 £1,37 5,33+0,13

*Poder antioxidante determinado por la técnica de FRAP (umol de Fe (Il)/g de planta)
** Fenoles totales: (ug EAG/g de extracto). EAG: equivalente de acido galico
*** Flavonoides totales: (mg de EQc/g de extracto). EQc: equivalente de quercetina

Ingesta de compuestos fendlicos

La ingesta de compuestos fendlicos es dificil de establecer dado que no se conoce la
cantidad de polifenoles contenida en muchos alimentos que forman parte de la dieta
(Spencer et al, 2008, Pandey et al, 2009). Se ha estimado que los acidos fendlicos podrian
representar aproximadamente una tercera parte de los polifenoles ingeridos y los
flavonoides los dos tercios restantes. No obstante, tanto la cantidad como la proporcion de
los diferentes polifenoles ingeridos varian ampliamente segun el tipo de alimentos

consumidos en funcién de los habitos dietéticos (Gonzalez-Paramas et al, 2018). Se estima
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que el aporte de polifenoles se encuentra entre 50 y 800 mg/dia, dependiendo del consumo

de productos que lo contienen, principalmente las frutas y verduras (Estrella Pedrola, 2018).

Biodisponibilidad de compuestos fendlicos

Se define biodisponibilidad como “la proporcién de compuestos que se digieren, se
absorben y se metabolizan a través de las rutas metabdlicas habituales de asimilaciéon”
(Quiniones et al, 2012). El aprovechamiento nutricional de los polifenoles varia dependiendo
del tipo de molécula. Se ha comprobado que no hay necesariamente relacién directa entre
la cantidad de fenoles en los alimentos, la cantidad ingerida y la biodisponibilidad en el
cuerpo humano (Pandey et al, 2009; Spencer et al, 2008).

Naturalmente los compuestos fenélicos se encuentran unidos a glicdsidos como agliconas,
y asi o en forma de metabolitos, pueden ser absorbidos en el intestino delgado. Sin
embargo, la mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos en forma de
ésteres, glucdsidos o polimeros que no se puede absorber (Pandey et al, 2009). Antes de la
absorcién, estos compuestos deben ser hidrolizados por enzimas intestinales o por la
microflora coldnica. Luego de la absorcidn, los polifenoles se someten a modificaciones
extensas siendo conjugados en las células intestinales y, mas tarde, en el higado por
metilacién, sulfatacion y/o glucuronidacién (Andrade et al, 2012; Quifiones et al, 2012)
Como consecuencia, las moléculas que alcanzan la sangre y los tejidos son diferentes a las
presentes en los alimentos (De Pascual-Teresa et al, 2014).

En general, los polifenoles consumidos son metabolizados como xenobidticos o sustancias
extranas para el organismo, similares a la mayoria de los farmacos. Esto lleva a cambios en
la actividad biolégica y produce un aumento en la tasa de excreciéon (Scheepens et al, 2010).
Para producir sus efectos beneficiosos en tejidos ajenos al tracto gastrointestinal, estas
moléculas xenobidticas deben ser absorbidas luego de la ingestion oral y ser transportadas
por la corriente sanguinea desde el sitio de absorcion a los tejidos y drganos diana. De este
modo, para alcanzar concentraciones necesarias para su accién, los compuestos fendlicos
deben superar distintas barreras. Primero, deben disolverse en los fluidos del tracto
gastrointestinal y resistir el pH acido estomacal. También pueden estar sujetos a

degradacion y metabolismo por enzimas intestinales, como las glucosidasas, esterasas,
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oxidasas e hidrolasas que se originan tanto en el huésped como en la microbiota que habita
en el tracto grastrointestinal. Un grupo de enzimas intestinales, las enzimas
monoaminooxidasa (MAOQ), desaminan las monoaminas dietéticas y son un objetivo
potencial para el disefio de sinergias (Scheepens et al, 2010). La mayor parte de la
microbiota gastrointestinal reside en el intestino grueso y la velocidad y el alcance del
metabolismo de las bacterias estard influenciada por la cantidad de polifenoles que llega al
intestino distal. EI metabolismo de los polifenoles por las enzimas coldnicas puede ser
también responsable de la destrucciéon de su bioactividad. Por ejemplo, muchos flavonoides
de plantas existen en la forma O-glicésido dentro de la planta y se someten a hidrdlisis para
formar sus respectivos agliconas. Estos Ultimos son mas lipéfilos y mds permeables a través
de la membrana celular que el glicdsido original, y por lo tanto se absorben mas
eficientemente a través de la pared intestinal. Sin embargo, las agliconas pueden necesitar
una hidrélisis enzimatica de la porcion glucidica mediante glicosidasas antes de la absorcién
(Gonzalez-Paramas, 2018; Santos-Buelga, 2001). Las agliconas de estos compuestos pueden
ser conjugadas por UDP-glucuronosiltransferasas para formas glucurénidos y por
sulfotranferasas para dar lugar a sulfatos en higado (Gonzdalez-Paramas, 2018; Santos-
Buelga, 2001). A su vez, la absorcidn favorable a través de la pared intestinal (generalmente
por difusion pasiva por un gradiente de concentracidn o por un transportador de captacion
apropiado) no siempre equivale a una biodisponibilidad mejorada. Una vez en el enterocito,
el polifenol puede estar sujeto a varias bombas de eflujo. De esta manera, si el polifenol
supera los mecanismos de defensa del intestino, llegara al higado, seguidamente ingresara
a la circulacion sistémica y se distribuird por el torrente sanguineo a los otros érganos
principales del cuerpo y a los posibles sitios de accién (Figura 3). Los polifenoles pueden
pasar con facilidad a través de los poros de los capilares de érganos como el corazén y los
pulmones, pero no el cerebro. Los capilares del cerebro estan rodeados por la barrera
hematoencefdlica protectora y rodeado también de células gliales, que da como resultado
caracteristicas de permeabilidad que se asemejan mas a las de las paredes celulares de

tejido fuertemente unidas. Para obtener acceso al cerebro, un polifenol debe ser altamente
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lipofilico o estar sujeto a procesos de transporte de captacidn especificos (Scheepens et al,

2010).

Ingesta de polifenoles
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Figura 3. Representacion esquematica de la biodisponibilidad de polifenoles en animales
(adaptado de Scheepens et al, 2010 y Andrade et al, 2012).
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1.2. Efecto protector de compuestos fendlicos en salud humana

Accion antioxidante

El estrés oxidativo (EQ) es un proceso biolégico complejo que implica la pérdida de la
homeostasis redox (éxido-reduccidon) en células y tejidos, comprometiendo vias
moleculares reguladoras y regulables por dicho fenédmeno (Jones, 2006). Consiste en un
desequilibrio entre la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad del
sistema bioldgico de neutralizar y reparar el dafio (Jones, 2006). Si bien, las especies
reactivas de oxigeno pueden resultar beneficiosas ya que son utilizadas por el sistema

inmunitario como un medio para atacar y matar a los patégenos, la produccion excesiva de
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perdxidos y radicales libres produce efectos téxicos que dafian los componentes de la

célula, incluyendo las proteinas, los lipidosy el ADN, inactivan enzimas y producen la

oxidacion de hormonas. El resultante es un dafio estructural celular, mutaciones celulares,

hasta la muerte celular.

Los mecanismos de accidn por los cuales los polifenoles actian como antioxidantes son:

Interaccion directa con especies reactivas: actlUan como estabilizadores, lo cual
supone la actividad quelante de radicales libres. Tal accién implica su estabilizacidn
a través de la cesion de un electrén a dichas especies reactivas que permite que el
radical libre pierda su condicion por “apareamiento” de su electron desapareado.
Asi el polifenol, como resultado de ceder un electrdén, se convierte en un radical libre
y termina oxiddndose bajo una forma que es de baja o nula reactividad hacia su
entorno. A su vez, los polifenoles pueden estabilizar radicales libres a través de un
mecanismo que implica la transferencia directa de un atomo de hidrégeno. En este
ultimo caso, el radical libre también queda estabilizado electréonicamente (Jones et
al, 2010; Hernandez-Garcia et al, 2010).

Adicidon directa del radical a su estructura: pueden actuar estabilizando especies
reactivas a través de un mecanismo que implica la adicién directa del radical a su
estructura quimica (Jones et al, 2010).

Prevencion de la formacidn enzimatica de especies reactivas: los polifenoles
inhiben ya sea la expresidn, la sintesis o la actividad de enzimas pro-oxidantes
involucradas en la generacion de especies reactivas, como la NADPH-oxidasa, la
xantina-oxidasa, la mieloperoxidasa y la 6xido nitrico sintasa (Barsano et al, 2009).
Activacion o induccidn de la actividad de enzimas antioxidantes: los compuesto
fendlicos actian sobre las enzimas superodxido-dismutasa (cobre/zinc y manganeso-
dependientes) que reduce radicales superéxido a perédxido de hidrégeno, catalasa
(hierro-dependiente) que reduce perdxido de hidrogeno a agua, glutation-
peroxidasa (selenio-dependiente) que reduce lipo-hidroperdxidos a sus alcoholes
correspondientes, glutatién-S-transferasa en su tipo peroxidasa que actua

reduciendo perdxidos organicos, y glutation reductasa que reduce glutation oxidado
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a reducido. Actian también sobre la y-glutamiltranspeptidasa (GGT) presente en las
membranas celulares de muchos tejidos, incluyendo rifiones, higado, corazén y
cerebro, involucrada en la transferencia de aminoacidos a través de la membrana
celular y el metabolismo de los leucotrienos. Esta enzima interviene en el
metabolismo del glutation mediante la transferencia de la fraccidon glutamil a una
variedad de moléculas aceptoras como el agua, algunos L-aminoacidos y péptidos,
dejando como producto la cisteina para preservar la homeostasis intracelular
del estrés oxidativo (Huanqui-Guerra, 1997; Jones et al, 2010).
En general los compuestos fendlicos como antioxidantes, son multifuncionales y acttan
segln los mecanismos mencionados. A su vez la solubilidad y los efectos estéricos de cada
molécula pueden verse afectados por el tipo de estructura, como es el caso de los derivados
glicosilados, lo que puede aumentar o disminuir la actividad antioxidante (Estrella Pedrola,
2018).
Dentro de los polifenoles, los flavonoides presentan bajo potencial redox (dado su grado de
hidroxilacidn y posicidn de hidroxilos en su molécula), por lo cual son capaces de reducir las
ROS, altamente oxidadas (Galleano et al, 2010).
La actividad de los acidos fendlicos esta también en funcién de los grupos hidroxilo del anillo
aromatico y de la unién de estos compuestos a acidos organicos y/o a azlcares para formar
ésteres. Los mecanismos por los que actian estos compuestos varian dependiendo de su
concentracion y tipos de compuestos presentes en los alimentos (Estrella Pedrola, 2018).
A su vez, los procesos de oxidacion afectan notablemente a las moléculas lipidicas,
produciendo peroxidacion lipidica. La estructura basica de todas las membranas bioldgicas
es la bicapa lipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad selectiva (Goodam,
1998). Estas son ricas en acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y por lo tanto vulnerables al
ataque de radicales libres produciendo lipoperoxidacion. Esta es generalmente inducida por
un radical hidroxilo que sustrae un hidrégeno a la cadena lateral de un acido graso
formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas. En
estos procesos, los polifenoles pueden formar complejos estables impidiendo la accién

catabdlica de los radicales libres en la membrana celular (Avello et al, 2006). Esto hace
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relevante el estudio del cerebro ya que posee gran vulnerabilidad a dafos oxidativos debido

a su alta tasa metabdlica y a niveles elevados de AGPI que lo constituyen.

Accion anti-inflamatoria

La inflamacién es una respuesta inespecifica del organismo frente a las agresiones del
medio y esta generada por distintos agentes. La respuesta inflamatoria ocurre solo en
tejidos conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente
dafiino, asi como reparar el tejido u érgano dafiado (Abbas et al, 2009). Es un proceso
dinamico que involucra la sintesis de mediadores locales inflamatorios como las
prostaglandinas inducidas por la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2). La biosintesis de
prostaglandinas estd regulada por la fosfolipasa A2, la cual cataliza la hidrélisis de
fosfolipidos de la membrana, permitiendo la formacion de acidos grasos libres, como el
acido araquiddnico (AA) y lisofosfolipidos. Ambos metabolitos fosfolipidicos actian como
precursores de mediadores inflamatorios como los eicosanoides, asociados con desérdenes
de tipo agudo, asi como crénico (Mufioz-Veldzquez et al, 2012).

Durante el proceso inflamatorio, los macréfagos son estimulados para producir éxido
nitrico (NO), leucotrienos, prostaglandinas, factor activador de plaquetas y citoquinas como
las interleuquinas (factor de necrosis tumoral alfa -TNFa-; IL-1[3; IL-6, IL-10, IL-12, etc.).
Todas esas moléculas forman la respuesta inflamatoria, caracterizada por permeabilidad
vascular aumentada y reclutamiento de células inflamatorias. Dentro de éstas, IL-10 y TNF-
a, son mediadores de respuesta inflamatoria generalizada (De la Cruz Conde, 2014). Por
otro lado, la expresidon de IL-6 en los distintos tipos celulares suele ser inducida por algln
tipo de dafio o estrés celular, por ejemplo, por radiacién UV, aumento de ROS o por otras
citoquinas proinflamatorias. Esta induccidon suele ser regulada a nivel transcripcional
fundamentalmente por la actividad de los factores de transcripcion: factor nuclear Kappa B
(FNkB) y NF-IL-6 (De la Cruz Conde, 2014). Asi, uno de los mecanismos de accién anti-
inflamatoria de los polifenoles se relaciona con la inhibicion o modificacion de la via de
traslocacion del FNkB (Salminen et al, 2012; Young-Joon et al, 2008). A diferencia de otros

factores de transcripcion, que generalmente se encuentran en el nucleo, el FNkB se localiza
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en el citoplasma en un estado inactivo y necesita un estimulo especifico para que pueda
formar un complejo con una proteina inhibidora (IkB) para traslocarse al compartimiento
nuclear e inducir la transcripcién de genes proinflamatorios. Asi se activan la transcripciéon
de los genes tipo IL1B y TNF-a, citoquinas inflamatorias como IFN-y, IL-6, IL-2, IL-8, enzimas
como lipooxigenasas (LOX), COX y el receptor de tromboxano, vias muy activas en la
inflamacidn crénica (Viljoen et al, 2012). En esta linea, también se ha descrito la accién anti-
inflamatoria de algunos polifenoles, principalmente flavonoides, de inhibir la accién de las
enzimas COX y LOX, implicadas en la liberacién de citoquinas proinflamatorias, aumentadas
por el estrés oxidativo (Ferndndez Urquiza et al, 2004; Bellik et al, 2012).

Por otro lado, en inflamacion, las células del sistema inmune activadas (neutrdfilos,
eosindfilos, baséfilos, monocitos y linfocitos), son susceptibles de modificar el perfil de
acidos grasos de sus membranas segun el aporte de lipidos de la dieta. Durante el proceso
inflamatorio, existen mediadores quimicos (factores quimiotacticos y citoquinas) que
influyen sobre las distintas etapas de la respuesta inflamatoria (marginacién, rodamiento,
adhesién y transmigracion de leucocitos a través del endotelio), modulando tanto la
expresion génica de moléculas de superficie, como la intensidad de la fijacidn a las células
endoteliales. De este modo, la importancia de los lipidos en la inflamacidn radica en que el
perfil lipidico de las membranas de las células inmunitarias va a condicionar la produccién
de estos mediadores quimicos, determinando asi la intensidad de la respuesta (Mesa Garcia
et al, 2006). Dentro de estos mediadores quimicos, se destacan los eicosanoides, que son
productos derivados de los AGPI, principalmente del acido araquiddnico (AA, w-6) y acido
eicosapentaenoico (EPA, w-3), y cuya formacion va a depender de la composicién de los
fosfolipidos de las membranas leucocitarias, determinada por el perfil de acidos grasos de
la dieta ingerida (Chlopicki et al, 2003). Tanto el AA como el EPA son precursores de
eicosanoides. Sin embargo, el AA es el principal AG que se incorpora en los fosfolipidos de
membranas celulares, siendo asi el precursor mayoritario de eicosanoides (Yaqoob et al,
2003). En este sentido, los acidos grasos liberados de los fosfolipidos son transformados
mediante las enzimas cicloxigenasa (COX) y 5-lipoxigenasa (LOX) en prostaciclinas,

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. En relacién al perfil lipidico de las células, se
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ha reportado la actividad antinflamatoria de flavonas, flavonoles y sus glicésidos extraidos
de plantas, a través de la inhibicién del metabolismo del AAy la disminucién en la formacion

de prostaglandinas (Fernandez Urquiza et al, 2004).

Modulacion de la apoptosis

La apoptosis, o “muerte celular programada”, es una forma de muerte celular
genéticamente definida, que tiene lugar de forma fisiolégica durante la morfogénesis y la
renovacion tisular, y también en los procesos de regulaciéon del sistema inmunitario. La
muerte celular programada es parte integral del desarrollo de los tejidos en los seres vivos.
Cuando una célula muere por apoptosis, empaqueta su contenido genético y evita que se
produzca la respuesta inflamatoria caracteristica de la muerte accidental o necrosis. Las
células en proceso de apoptosis reducen su tamafio y fragmentan su contenido genético.
De esta manera, pueden ser eficientemente englobadas via fagocitosis v,
consecuentemente, sus componentes son reutilizados por macréfagos o por células del
tejido adyacente. La aparicién de trastornos en la regulacion de los genes responsables del
proceso apoptotico puede contribuir al desarrollo de diversas enfermedades como
tumores, enfermedades autoinmunes, o enfermedades neurodegenerativas (Granados et
al, 2012).

Distintas estructuras de polifenoles ejercen efecto apoptdtico celular (Delgado Ciruelo,
2015). De esta manera, distintas lineas celulares han demostrado que, por ejemplo, los
flavonoides pueden inducir apoptosis en células cancerigenas y no asi en células sanas.
Algunos de los mecanismos mencionados en este proceso es la acciéon pro-oxidante de
polifenoles en células tumorales, la alteracion de la expresidn de proteinas y la alteraciéon
de las rutas de sefalizacién molecular (Fresco et al, 2010; Delgado Ciruelos, 2015).
Muchos polifenoles  quimiopreventivos  dietéticos, incluyendo  quercetina,
epigalatocatequina, apigenina, acido elagico, y resveratrol, ejercen su efecto inhibidor
sobre la carcinogénesis a través de la induccién de la apoptosis (Fresco et al, 2010).

Por otra parte, los polifenoles ejercen diferentes efectos sobre el medio oxidativo de células

cancerosas y normales, ya que podrian modificar el sistema redox de las células
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cancerigenas, siendo mas pronunciados los efectos citotdxicos de los cancerigenos en las

células tumorales que en las células normales (Fresco et al, 2010).

1.3. Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central (SNC) es una estructura biolégica compleja de los animales. Esta
constituido por el encéfalo y la médula espinal, rodeados por tres membranas o meninges:
duramadre (externa), aracnoides (intermedia) y piamadre (interna). Estan protegidos por
material éseo del craneo y la columna vertebral, respectivamente. Las células que forman
el SNC se disponen de tal manera que dan lugar a dos formaciones muy caracteristicas: la
sustancia gris, constituida por el soma de las neuronas y sus dendritas, ademas de fibras
amielinicas; y la sustancia blanca, formada principalmente por las prolongaciones nerviosas

mielinizadas (Eynard et al, 2016; Puelle Lopez et al, 2008).

Estructura encefalica

Desde el punto de vista embrionario, la estructura del SNC es prosencéfalo o cerebro
anterior (telencéfalo y diencéfalo), mesencéfalo o cerebro medio y rombencéfalo o cerebro
posterior (protuberancia, cerebelo y bulbo raquideo) ademas de la estructura de la médula
espinal. Cada regién cerebral se describe a continuacién (Eynard et al, 2016; Puelle Lépez

et al, 2008):

- Telencéfalo: Representa el nivel mas alto de integracion somatica y vegetativa,
siendo la regidn mads voluminosa del encéfalo. Presenta diferente grado de
desarrollo en los distintos grupos de vertebrados. La parte externa de los
hemisferios cerebrales, constituida por sustancia gris (cuerpos neuronales), se
denomina corteza cerebral, la cual centraliza e interpreta las sensaciones, elabora
las respuestas conscientes, controla los movimientos voluntarios y abarca la
conciencia, la memoria y la inteligencia. La parte interna de los hemisferios
cerebrales, constituida por sustancia blanca (axones mielinicos de las neuronas),

conecta entre si los dos hemisferios en una zona denominada cuerpo calloso.

35



Diencéfalo: situado entre el telencéfalo y el mesencéfalo. Esta constituido por
hipotdlamo (base del tdlamo donde se localiza la hipdfisis, controla funciones
viscerales auténomas y constituye el centro del apetito, la sed y el suefio),
subtdlamo (contiene nucleo rojo y sustancia gris), talamo (via de entrada de
estimulos sensoriales excepto el olfatorio, residen las emociones y los sentimientos),
epitdlamo (glandula pineal, nucleos habenulares y estrias medulares), metatdlamo
y el tercer ventriculo.

Mesencéfalo: Estd atravesado por un conducto estrecho, el acueducto de Silvio, por
donde circula el liquido cefalorraquideo desde el tercer hacia el cuarto ventriculo.
Integrado por el tectum (techo) que se localiza en la porcidn dorsal del mesencéfalo,
y el tegmentum (tegumento) que es la porcion del mesencéfalo situada debajo del
tectum. Conduce impulsos motores desde la corteza cerebral hasta el puente
tronco-encefalico y conduce impulsos sensitivos desde la médula espinal hasta el
tdlamo. El mesencéfalo también se relaciona con algunos aspectos de la vision, la
audicidn, el suefio y no vigilia.

Cerebelo: es una regién del encéfalo cuya funcién principal es de integrar las vias
sensitivas y las vias motoras. Existe una gran cantidad de haces nerviosos que
conectan el cerebelo con otras estructuras encefalicas y con la médula espinal. El
cerebelo integra toda la informacidn recibida para precisar y controlar las érdenes
que la corteza cerebral envia al aparato locomotor a través de las vias motoras.
Protuberancia: es el segmento mas prominente del tronco del encéfalo. Contiene
en su nucleo, una porcion de la formacion reticular, que contiene nucleos
importantes para el suefio y la alerta. Tiene como funcidn conectar el mesencéfalo
y el bulbo raquideo con estructuras superiores como los hemisferios del cerebro o
el cerebelo. Se puede definir a la protuberancia anular como un drgano de
conduccién y un centro funcional.

Bulbo raquideo: es el mas bajo de los tres segmentos del tronco del encéfalo,
situdndose entre el puente tronco encefdlico o protuberancia anular, por arriba, y

la médula espinal, por debajo. Sus funciones incluyen la transmision de impulsos de
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la médula espinal al encéfalo. También se controlan las funciones cardiacas,
respiratorias, gastrointestinales y vasoconstrictoras (Eynard et al, 2016; Puelle Lopez

et al, 2008).

Glia

Ademas de las neuronas constituyentes de las regiones anteriormente descriptas, las
células gliales o neuroglia son células del tejido nervioso, complementarias a las neuronas,
que se comportan como células tréficas del SNC, fundamentales para el desarrollo normal
de las neuronas y su comunicacidn, actuando como sustrato fisico para el desarrollo tisular.
Constituyen una matriz interneural en la que hay una gran variedad de células estrelladas y
fusiformes que, si bien no forman contactos sinapticos, sus membranas contienen canales
idnicos y receptores capaces de percibir cambios ambientales (Taleisnik, 2010). Liberan
transmisores, aunque carecen de la capacidad para producir potenciales de accién. Su
funcién principal es de soporte y regulacién de las neuronas, la intervenciéon activa en el
procesamiento neural (gliotransmision) y el control en el microambiente celular en lo que
respecta al suministro de citoquinas y otros factores de crecimiento (Purves, 2009). En el
SNC, esta formada por distintos tipos de células, siendo los astrocitos los principales y mas
numerosos, encargados de la liberacién del factor de crecimiento. Los oligodendrocitos son
otro tipo celular, mdas pequeiios que los astrocitos, forman las vainas de mielina que
envuelven los axones. La microglia segrega factores de crecimiento y se multiplican en dano
encefdlico, siendo células inmunes. Durante el proceso inflamatorio, se mueven hacia el
area afectada, fagocitan bacterias y restos celulares, liberan compuestos quimicos que
destruyen bacterias y pueden causar dano neuronal (Taleisnik, 2010).

La glia tiene la funcidn de mantener la homeostasis del tejido y contribuir a la
neuropatofisiologia del SNC y periférico (SNP). Ademds de proporcionar productos
estructurales y metabdlicos de apoyo a las neuronas, la glia también contribuye a la
recuperaciéon después de lesiones neuronales (Rasband et al, 2016). Asi, cuando se produce
un dano en el sistema nervioso, la glia reacciona cambiando su estado normal al de glia

reactiva (Gomez Nicola et al, 2006). La reactividad glial actua, inicialmente, reparando
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dafos y normalizando niveles de nutrientes y neurotransmisores; sin embargo, termina por
generar lesiones secundarias que pueden llegar a cronificar la patologia, provocando

muerte neuronal secundaria (Gémez Nicola et al, 2006).

Barrera hematoencefalica

La BHE puede definirse como una propiedad funcional de los vasos sanguineos del SNC, por
la que se impide el intercambio libre de iones y moléculas organicas entre el plasma
sanguineo y el tejido nervioso (Pascual-Garvi et al, 2004). Se encuentra constituida por
células endoteliales especializadas que recubren el sistema vascular cerebral, manteniendo
la homeostasis de neuronas y células gliales. La propiedad de BHE se basa en la existencia
de una permeabilidad muy restringida del endotelio vascular del SNC al paso de solutos
plasmaticos y bloqueo de acceso de sustancias toxicas tanto enddégenas como exdgenas,
mientras que facilita el paso de agua, nutrientes, gases como el oxigeno y el CO2 y moléculas
liposolubles pequeiias (400-600 Da de peso molecular) (Pascual-Garvi et al, 2004; Pardridge,
2002).

Diversos estudios han demostrado la capacidad de los compuestos fendlicos de atravesar
la BHE y alojarse en distintas regiones cerebrales (Andrade et al, 2012; Figueira et al, 2017).
Sin embargo, el acceso de estos compuestos al SNC es un tema de debate, dado que los
capilares cerebrales estdn especializados para formar la BHE vy, para tener acceso, los
polifenoles deben ser altamente liposoluble o sujeto a captacion por procesos de transporte
activo (Scheepens et al, 2010). Las bombas de eflujo presentes en la BHE son otro obstaculo
para la penetracién de algunos tipos de polifenoles en el cerebro, como las catequinas (Zini
et al, 2006; Scheepens et al, 2010). Los estudios realizados in vitro indican que algunos
flavonoides o sus metabolitos cruzan la BHE y que el potencial de permeacion es consistente
con la lipofilia del compuesto (Andrade et al, 2012). M4as recientemente, en un modelo
humano de BHE utilizando células endoteliales (hCMED/D3) se demostré que tanto la
catequina como la epicatequina podian cruzar estas células de manera dependiente del

tiempo de suministro (Andrade et al, 2012).
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1.4. Cancer

El estrés oxidativo es un factor muy importante en la progresidon de la carcinogénesis
asociada a la inflamacidn. En este sentido, las células inflamatorias producen, en su
metabolismo, radicales libres de oxigeno y de nitrégeno que dafian a los acidos nucleicos y
a las proteinas, induciendo la peroxidacién lipidica de la porcién hidrofdbica de la
membrana celular y generando hidroperdxidos ciclicos altamente tdxicos, que causan
graves perturbaciones en la membrana celular e incluso mutaciones en el ADN. Entre los
factores celulares que relacionan un proceso inflamatorio y el cdncer, se destacan las
plaquetas. Estas juegan un papel fundamental en la inflamacién por su comunicacién con
leucocitos y células endoteliales, permitiendo el reclutamiento de leucocitos en diferentes
tejidos y cambios fenotipicos en las células estromales, lo cual contribuye al desarrollo de
enfermedades como el cancer (Dovizio et al, 2014). Estos factores pueden causar un
proceso inflamatorio y un fenotipo canceroso en otras células a través de una induccién
persistente de COX-2 y una alta produccién, fundamentalmente, de prostaglandinas
(Alcaide Molina, 2015).

Entre los factores moleculares que relacionan los procesos inflamatorios y el cancer se
destacan las evidencias relacionadas con el NFkB como regulador de genes pro-
inflamatorios, y, por su papel en relacion al crecimiento no controlado, inhibicién de la
apoptosis, metastasis y angiogénesis (Sarkar et al, 2008; Al-Halabi et al, 2011). Las
estrategias farmacoldgicas actuales para su regulacién se dirigen hacia el control de los
mecanismos que producen su activacidn persistente, como ocurre en patologias
inflamatorias crénicas (Tan et al, 2013). Otra via relacionada es la del factor peroxisoma-
proliferador-activado gamma (PPARy), que estd siendo explorada actualmente, ya que se
ha comprobado su importante papel en la progresidn del cancer inhibiendo la proliferacién
celular exagerada presente en un tumor y su invasion a los tejidos adyacentes, ademas de

su control en la produccién de citoquinas pro-inflamatorias (Fumery et al, 2017).

Cancer de pulmén
El cancer de pulmdn es una de las principales causas de muerte en humanos (Instituto

Nacional del Cancer, 2014) y uno de los mas frecuentes, ocupando el cuarto lugar en
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Argentina si se tiene en cuenta su incidencia (9,8%) y siendo el proceso neopldsico maligno
con mayor tasa de mortalidad (Instituto Nacional del Cancer, 2014). Sus principales
complicaciones pueden presentarse en forma directa a través de procesos metastasicos
(Instituto Nacional del Cancer, 2014), siendo el cerebro una de las localizaciones de estos
tumores secundarios (Popper, 2016), o de forma indirecta induciendo un estado neuro-
inflamatorio debido a sindromes paraneoplasicos (Ekiz et al, 2013; Koike et al, 2013; Erro et
al, 2004; Jurado Gamez et al, 2001). A nivel neurolégico, este sindrome puede afectar una
parte del sistema nervioso en forma aislada o en forma generalizada (Erro et al, 2004;
Jurado Gamez et al, 2001). Suele ser el primer sintoma (Heinemann et al, 2008; Jurado
Gamez et al, 2001) y el que desencadena el deterioro progresivo e irreversible en las
personas que presentan adenocarcinomas de pulmén (Jurado Gamez et al, 2001). Su
patogenia se explica por mecanismos inmunoldgicos y se caracterizan por la presencia de
altas concentraciones de mediadores en suero y en liquido cefalorraquideo (Erro et al,
2004). Ademas, este sindrome puede inducir una desmielinizacion grave con el consiguiente

deterioro neurolégico (Heinemann et al, 2008).

En este sentido, el consumo de determinados alimentos de origen vegetal, fuente de
polifenoles, presentan posibles efectos protectores en el desarrollo y evolucidon de esta
patologia. De acuerdo a esto y dado el reconocido efecto neuroprotector de los polifenoles,
distintos extractos vegetales han sido asociados con un bajo riesgo de desarrollar
enfermedades crdnicas, entre ellas el cancer y, contrarrestar sus efectos secundarios. Todo
esto se encuentra avalado por la capacidad de determinados fenoles de atravesar la barrera
hematoencefdlica y depositarse en regiones cerebrales, ejerciendo un efecto
quimiopreventivo (Latruffe et al, 2013; Ramirez-Mares et al, 2004). Sin embargo, la
evidencia cientifica no es concluyente en relacidn a la cantidad ingerida o tipo de polifenoles

necesarios para dicha accidn quimiopreventiva.

1.5. Efecto neuroprotector de polifenoles
La neuroinflamacién y neurodegeneracidon estan presentes en patologias créonicas como

cancer y enfermedades asociadas a la edad (Jurado Gamez et al, 2002; Vauzour, 2010 y
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2012). Es impulsada por células gliales residentes activadas (astrocitos y microglia) que
resultan en la invasion de las células inmunes circulantes y la produccién de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1 B e IL-6), 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2 y ROS (Vauzour,
2010y 2012). Entre los numerosos factores liberados por las células gliales activadas, se ha
informado que la produccidn excesiva de NO induce la muerte celular neuronal (apoptosis)
al dafar la funcién de la cadena de transporte de electrones mitocondrial en las neuronas
(Levites et al, 2001). También se ha sugerido que la activacion, un evento importante en la
neurotoxicidad inducida por microglia inducida, media tanto la produccién de SO como la
liberacion de moléculas proinflamatorias como el TNF-a. Esta inflamacion, en etapas
tempranas, resulta protectora para el organismo. Sin embargo, la produccién de citoquinas
gliales también puede jugar un papel perjudicial en las enfermedades neuropatoldgicas
activando las vias apoptéticas, por ejemplo, a través de la unidn del TNF-a al receptor-1 del
TNF-a, que produce la apoptosis neuronal (Vauzour, 2012).

Como se mencioné anteriormente, los compuestos fendlicos tienen la capacidad de
atravesar la BHE, alojarse en regiones cerebrales y, de esta manera, pueden regular distintas
vias oxidativas y pro-inflamatorias. En estos procesos radica el efecto neuroprotector de los

polifenoles ingeridos con la dieta (Vauzour, 2012).
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1.6. Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

Dado los efectos neuroprotectores de los compuestos fendlicos reportados en la
bibliografia, se propone que la ingesta de fitoquimicos, provistos por infusiones, tendria un
efecto protector en el encéfalo, atenuando estados oxidativos e inflamatorios deletéreos,
tales como aquellos presentes en el sindrome paraneopldsico secundario a cancer de

pulmon.

Objetivos
A partir de lo planteado hasta aqui, el objetivo general fue determinar el efecto del consumo
de extractos vegetales acuosos derivados de plantas nativas argentinas sobre el sistema
nervioso central de ratones, en funcién de su actividad redox y potencial
inmunomodulador. En consecuencia, los objetivos especificos fueron:
1. Caracterizar los compuestos fendlicos de extractos acuosos de especies vegetales
autdctonas.
2. Ensayar in vitro diversas concentraciones de los fitoextractos seleccionados en
lineas celulares derivadas de tejido nervioso para determinar su bioactividad.
3. Ensayar in vivo la actividad redox de los fitoextractos seleccionados en ratones
sanos.
4. Ensayar in vivo la capacidad neuroprotectora e inmunomoduladora del fitoextracto
con mejor potencial en un modelo murino oncoldgico.
5. Evaluar biodisponibilidad de compuestos fendlicos post consumo de fitoextracto en

diferentes regiones encefalicas de un modelo oncoldgico murino.

42



Capitulo 2 . MATERIALES Y METODOS

2. Materiales y equipamiento

Materiales: los reactivos, compuestos quimicos, enzimas y kits comerciales utilizados se
detallan en cada técnica desarrollada.

Equipamiento e infraestructura: los ensayos y determinaciones quimicas se desarrollaron
en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (INICSA), unidad ejecutora de doble
dependencia CONICET-UNC, que posee la infraestructura necesaria, incluyendo
instalaciones amplias con servicios generales, soporte técnico, instalacion central de agua
deionizada, camara frigorifica, bioterio y laboratorio de cultivo celular. Cuenta con
laboratorios de biologia celular y molecular con los insumos e instrumental general
(material de vidrio, bafios termostatizados, centrifugas, pHmetros, balanzas analiticas,
heladeras, freezers, etc.). Dispone de equipos de diferente complejidad para andlisis,
procesamiento y conservacion de muestras: cromatégrafo liquido-gas Clarus 5000 (Perkin-
Elmer®), multilector de microplacas GloMax® Multi (Promega Corp., EE.UU.) para
determinar luz visible, UV, fluorescencia y luminiscencia, microscopio electrénico y
videomicroscopio Leica (Alemania) para detectar luz visible e invertida y fluorescencia,
liofilizador (Thermovac®), freezer -80°C (Thermo Scientific®), etc.

Los andlisis de fitoextractos por HPLC se realizaron en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Salamanca (Salamanca, Espaiia) donde se trabajé con un cromatégrafo
liquido de la serie Hewlett-Packard 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) con
deteccion por UV-Vis por diodos (DAD) y ligado a espectrémetro de masas (MS) API 3200
Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania) con una columna Spherisorb® S3 ODS-2
C18 de fase reversa, 3 um, 150 x 4,6 mm (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.).

Por otro lado, los andlisis de los tejidos murinos por HPLC se llevaron a cabo en el Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (ICTAN-CSIC, Madrid, Espafia) donde se
utilizd un cromatoégrafo liquido de la serie Hewlett-Packard 1200 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) con deteccién por UV-Vis por diodos (DAD), con bomba cuaternaria

y una columna Ultrabase C18 (5 um, 4,6 mm x 150 mm).
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Las técnicas, determinaciones y resultados se desarrollaron en respuesta a cada uno de los

objetivos propuestos.

2.1. Caracterizacion analitica de extractos

Obtencion y preparacion

Con el consentimiento del gobierno de Cérdoba (MINCYT, Cdérdoba, Argentina), se
recolectaron muestras de Lantana grisebachii Stuck. (Verbenaceae) (LG, n23) vy
Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. (Apocynaceae) (AQB, n>3) en la zona montafiosa
de la region fitogeografica chaquefia argentina, durante los meses de verano (coordenadas
de GPS: -31,28, -64,44). Las plantas fueron identificadas y almacenadas en el Herbario RIOC
(Universidad Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina). Por otro lado, se obtuvieron
muestras de llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae) (IP, n23) de produccién
agroecoldgica (Jactancia, Argentina) en la regidén del Parana (noreste argentino). De cada
planta, se extrajo un gramo (1 g) pulverizado secado al aire (hojas y tallos) y se adicionaron
10 mL de agua a 83°C. Estas infusiones (té) se enfriaron a temperatura ambiente durante
una hora, alcanzando una temperatura final de 35-40°C (en la oscuridad, con agitacion
constante). Los extractos de las infusiones se recuperaron con filtros estériles de poliéster
sulfona 0,2 um de poro para 4,5 bar (MS®) y luego se liofilizaron obteniéndose 0,259 g del
extracto de LG/mL de infusion, 0,194 g del extracto de AQB/mL de infusion y 0,497 g del

extracto de IP/mL de infusion.

Analisis por HPLC-DAD-MS de fitoextractos

La composicion fendlica de los extractos de plantas estudiados (LG, AQB, IP) se analizé por
cromatografia liquida de alta eficacia (high performance liquid chromatography -HPLC-)
acoplada a deteccién de diodos (DAD) y espectrofotometria de masa (MS).

Se empled una solucidn acuosa (0,1%) de acido férmico (Sigma-Aldrich EE.UU.) (A) y
acetonitrilo 100% de calidad HPLC (Sigma-Aldrich, EE.UU.) (B), estableciendo distintos
gradientes para realizar las corridas de las muestras. Los espectros se registraron de 220 a

600 nm y la deteccidn se llevo a cabo a 250, 280, 330 y 370 nm como longitudes de onda
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seleccionadas. El espectrometro de masas se conecté al sistema de HPLC a través de la
salida de DAD. La espectrometria de masas se llevd a cabo utilizando el espectrometro
equipado con una fuente de ESI y un analizador de masas de trampa de iones lineal de triple
cuadrupolo controlado por el software Analyst 5.1. La espectrometria de masas se realizd
en modo negativo segln la metodologia utilizada para el andlisis de flavonoles y acidos
fendlicos (Garcia-Estévez et al, 2010). Para determinar los compuestos mas polares en AQB,
su extracto también se analizé con el método cromatografico utilizado por Garcia-Estévez
et al. para el andlisis de los elagitaninos (Garcia-Estévez et al, 2012) y el correspondiente
método de MS para el andlisis de masas completo (Garcia-Estévez et al, 2012). El andlisis se
llevod a cabo en colaboracién con la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca,

Espana.

Identificacion y cuantificacion fendlica

Para la caracterizacién fitoquimica de cada planta, se resuspendieron los extractos
liofilizados alcanzando concentraciones de 1 mg/mL de extracto secode LGe IPy 1,5 mg/mL
de extracto seco de AQB, ya que pruebas cromatograficas previas indicaron la existencia de
compuestos fendlicos en bajas concentraciones en este ultimo.

Los compuestos se identificaron por sus tiempos de retencion, espectros UV, iones
moleculares y fragmentos suministrados por el analisis de MS. Las diferencias en Ia
abundancia relativa de los fragmentos de iones detectados para cada compuesto se
utilizaron para diferenciar entre isbmeros en comparacion con los patrones de
fragmentacion reportados en la literatura (Clifford et al, 2007; Sousa et al, 2015). Cada
compuesto identificado se cuantificé en funcidn de su estructura molecular.

Los estdndares utilizados para identificar y cuantificar los compuestos fueron: acido galico,
acido protocatecuico, acido clorogénico, acido cafeico, acido vainillico, acido siringico, acido
p-cumarico, acido eldgico, acido geniposidico, epicatequina, catequina, quercetina 3-O-
glucdsido, quercetina 3-O-rutindsido, isorhamnetina 3-O-glucdsido, isorhamnetina 3-0O-

rutinésido, kaempferol 3-O-glucésido (Sigma-Aldrich, EE.UU.).
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2.2. Ensayo in vitro

Se utilizaron dos lineas celulares derivadas del tejido nervioso (ensayo in vitro), las células
T98-G de glioblastoma multiforme humanas (ATCC® n°CRL-1690™) y células C6 de glioma
de rata (ATCC® n°CCL-107™) para determinar la bioactividad de los extractos analizados en
relacion a un grupo control que no fue expuesto a los extractos.

Las lineas celulares mencionadas se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado con suero bovino fetal (10%), penicilina G de sodio (100 Ul/mL) y
sulfato de gentamicina (40 mg/mL), a 37°C y 5% de CO2 y se obtuvieron subcultivos de

ambas lineas celulares por tratamiento suave con tripsina (0,25%).

Tratamiento de lineas celulares

Las células cultivadas se sembraron en placas de 96 pocillos de poliestireno (Jet Biofil®,
Argentina) de fondo plano estériles (50000 células/cm2) y se incubaron durante 24 horas
para lograr la maxima adhesiéon. Luego se trataron durante 72 horas con extracto de LG,

AQB o IP en intervalo de dosis: 0 (control), 50, 100, 200 pg de extracto/mL de DMEM.

Viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné para conocer la cantidad de células viables luego de ser
sometidas a los tratamientos con las distintas dosis de fitoextractos. Este parametro se
midié y confirmdé mediante la prueba colorimétrica de resazurina. Transcurridas las 72 horas
de tratamiento, se extrajo el medio de cultivo (que se conservo para otras determinaciones)
y se lavaron los pozos de células con buffer fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS)
a pH 7. Se agregd DMEM con resazurina (0,05 mg/mL de DMEM), durante 6 horas en
condiciones estdndares. Cumplido el tiempo de incubacién, se leyeron las placas a una
longitud de onda de excitacion 600 nm (lector de microplacas GloMax-Multi, Promega
Corp., EE. UU.) (Soria et al, 2014). Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad

(%) con respecto al grupo control.

Determinacion de Interleuquina 6 (IL-6) en sobrenadante de células
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Los sobrenadantes de cultivo de las células tratadas con fitoextractos fueron conservados
para determinar la liberacién de IL-6. Esta se determiné por espectrofotometria mediante
ELISA con un kit OptEIA™ (BD Biosciences, EE. UU.) siguiendo el protocolo determinado por
el fabricante. Los resultados se calcularon a partir de una curva estandar de IL-6 (pg/mL), se
determinaron por mL de sobrenadante y se expresaron en porcentaje de liberacion de IL-6

(%) con respecto al grupo control.

Perfil de acidos grasos de células tratadas

Los acidos grasos (AG) fueron analizados por cromatografia de gases, para lo cual los lipidos
totales de las células tratadas se extrajeron y dividieron por el método de Folch (Folch et al,
1957). La fase que contiene fosfolipidos se traté con metéxido de sodio a 4°C durante 24
horas para obtener ésteres metilicos de acidos grasos, que se extrajeron y secaron con
nitrégeno (Comba et al, 2010). La separacion, cuantificacidn e identificacion de los ésteres
se realizaron utilizando una columna capilar (BPX 20 m de longitud, 0,25 mm DI, 0,25 pm
de pelicula, SUPELCO®©, EE. UU.) en un cromatodgrafo Clarus 500 (Perkin-Elmer®) con un
detector de ionizacién de llama (Comba et al, 2010).

Los estandares empleados (Nu-chek®, EE.UU.) para la identificacidn y cuantificacidon de AG
permitio luego agruparlos en familias para su analisis:

-AG saturados: miristico (14:0), palmitico (16:0), estedrico (18:0), lignocérico (24:0);

-AG  w3: oa-linoleico (18:3), eicosatrienoico (20:3), eicosapentaenoico (20:5),
docosapentaenoico (22:5), docosahexaenoico (22:6);

-AG w6: linoleico (18:2), y-linoleico (18:3), eicosadienoico (20:2), araquiddnico (20:4);

-AG w7: palmitoleico (16:1);

-AG w9: oleico (18:1), eicosanoico (20:1), erucico (22:1), nervénico (24:1).
Los resultados se expresaron en porcentaje (%) con respecto al total de acidos grasos

determinados.

Analisis estadistico multivariado
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Las dosis de extractos y las respuestas celulares se analizaron mediante regresién lineal en
ambas lineas celulares. La regresidn de minimos cuadrados parciales (PLS) se utilizé para
discriminar los efectos de los compuestos fendlicos aportados por cada extracto y las
variables respuesta, modelando las dosis de tratamientos (0, 50, 100 y 200 pg de
extracto/mL de DMEM) como predictores, determinando como variables respuesta a la
viabilidad celular, los AG vy la liberacién de IL-6, y tomando a las lineas celulares C6 y T98
como datos categdricos. Este es un método estadistico multivariado que fue calculado con
el software Infostat v.2012 para generalizar y combinar el analisis de componentes
principales y el andlisis de regresidn lineal. Se utilizé para predecir un conjunto de variables
dependientes de un conjunto de predictores, informando correlaciones estandarizadas

representadas por graficos lineales triplot.

2.3. Disefios experimentales in vivo
Animales de experimentacion
Los ensayos y procedimientos con animales se realizaron en resguardo de las normas éticas
vigentes para el manejo de animales experimentales (86/609/CEE) y sujetos al protocolo de
trabajo evaluado y aprobado por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales
de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de

Cérdoba (ano 2013) (Anexo 1).

Los ensayos se realizaron con ratones Balb/c, de ambos sexos, endocriados, de
aproximadamente 60 dias de edad (2 meses, peso: 25-35 g). Los animales se mantuvieron
bajo condiciones estandares de bioterio (IBC, FCM-UNC) apropiado para mantenimiento de
animales. Se mantuvieron en jaulas de polipropileno o metacrilato de dimensién 50x30x12
cm (Panlab®, Buenos Aires), con viruta de madera como material de nidificacién (Equidiet®,
Argentina). Permanecieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 hs (luz de 8:00 a 20:00 horas),
en condiciones ambientales controladas (temperatura: 22°C; humedad: 40-50%).
Recibieron agua ad libitum (150+10 mL/Kg/dia; Aguas Cordobesas SA, Argentina) y una
dieta comercial ad libitum (200+13 g/Kg/dia; Cargill SACI, Argentina).
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Para realizar los objetivos restantes se desarrollaron los siguientes disefios experimentales

y se llevaron a cabo las determinaciones detalladas a continuacién:

Ratones sanos expuestos a fitoextractos

El primer ensayo (ensayo 1) se disefidé con ratones sanos de ambos sexos, mantenidos bajo
las condiciones estandares mencionadas. Los animales fueron separados aleatoriamente,
respetando la proporcion de sexos, en cuatro grupos experimentales (n>3 por grupo y sexo)
y fueron tratados por via oral durante 30 dias con las infusiones de LG, AQB o IP con 100
mg/Kg/dia de cada extracto ademas de un grupo control (C) que recibié agua (Figura 4).
Luego de la autopsia, se retird el encéfalo y se lo secciond en: cerebro (telencéfalo y
diencéfalo), mesencéfalo, cerebelo y tallo encefdlico. Cada regién fue pesada,
homogeneizada con PBS y preservada a -80°C para realizar las determinaciones bioquimicas

(Figura 4).

Modelo murino de cancer de pulmén

Dados los resultados obtenidos en los ensayos in vitro e in vivo anteriores, se disefidé un
modelo experimental con ratones machos Balb/c, endocriados, de dos meses de edad,
mantenidos bajo las mismas condiciones estdandares mencionadas anteriormente, que
fueron inoculados (inoculacién subcutadnea) con las células LAC-1 de adenocarcinoma
pulmonar (1,4x10% células/animal), y desarrollaron un tumor de alta malignidad con
sindrome paraneoplasico, caquexia y alto compromiso sistémico (Piegari et al, 2011). Bajo
este protocolo se llevd a cabo el segundo ensayo (ensayo 2), donde ratones machos,
inoculados fueron divididos en tres (3) grupos experimentales (n>3) tratados diariamente
por via oral con infusién de llex paraguariensis (IP) en dos dosis: 50 o 100 mg/Kg/dia de
extracto de IP disuelto en agua (volumen constante suministrado con pipeta automatica de
precision) y un grupo control (C) que recibid agua (Figura 4). El tratamiento comenzé el dia
del indculo y se mantuvo durante 21 dias dado el crecimiento tumoral (£10% en proporcion

al peso del ratén). Luego de la autopsia, se extrajeron sangre por puncion cardiaca, se retird
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el encéfalo y se extrajo cerebro (telencéfalo y diencéfalo), higado y tumor (para las
determinaciones bioquimicas de biodisponibilidad de compuestos fendlicos). Cada tejido
fue pesado, homogeneizado con agua ultrapura (miliQ) y preservado a -80°C para las
determinaciones. Una fraccidn de telencéfalo se fijo en formaldehido al 10% para el analisis

histopatoldgico (Figura 4).

Grupos experimentales

Ensayo 1 Control
Ratones Balb/c > - ' 100 mg/Kg/dia de LG
Ambos sexos g "" 4 100 mg/Kg/dia de AQB
SANOS ~ 100 mg/Kg/dia de IP
Ensayo 2 Control
Ratones Balb/c > . v 50 mg/Kg/dia de IP
. ﬁ
Machos “ 100 mg/Kg/dia de IP

Inoculados con LAC-1

Figura 4. Esquema de disefos experimentales con ratones Balb/c. LG: Lantana grisebachii;
AQB: Aspidosperma quebracho-blanco; IP: llex paraguariensis.

2.4. Determinaciones bioquimicas

Compuestos y reactivos: el reactivo de Folin, el reactivo naranja de xilenol, el Kit comercial
de la enzima y-glutamiltranspeptidasa -GGT- (GT Laboratorios, Santa Fe, Argentina) y otros
reactivos mencionados se obtuvieron de Sigma Aldrich Inc. (EE.UU.). Los solventes fueron
de Cicarelli S.A (Argentina). Las lecturas espectrofotométricas se realizaron en un lector
multiplaca GloMax® (Promega Corp., EE. UU.).

La determinacién de proteinas totales se realizd utilizando un kit comercial de proteinas
totales (GT Laboratorios, Santa Fe, Argentina) y se expresaron en mg de proteinas totales

por mL de muestra (mg/mL).

Concentracion de fenoles totales (FT)
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-Obtenciéon de sobrenadante: 1 mL de homogenato se tratd con metanol y acido
tricloroacético (a concentracion final de 60% y 2,5%, respectivamente) durante 30 minutos
a 50°C para luego obtener el sobrenadante por centrifugacion.

-Determinacidén de fenoles totales (FT): se midieron en el sobrenadante (25 ulL) incubado
con el reactivo de Folin-Ciocalteu 2N (25 pL) (Sigma Aldrich, EE.UU.), agua destilada (150
pL) y una solucion saturada de bicarbonato de sodio (50 pL), a 37°C durante 30 min en
oscuridad. Los resultados se obtuvieron midiendo absorbancia a 750 nm y calculando la
concentracion por mg de proteinas o g de tejido a partir de una curva estandar de acido

gélico (5-160 pg/mL).

Anion superdxido

El anidn superdxido (SO) se evalud por espectrofotometria en homogenato de tejido
encefalico murino mediante tincidn con nitroazul de tetrazolio (1 mg/mL). Las muestras se
mezclaron con el colorante (9:1 v/v), y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a
37°C. Luego, esta mezcla se aifadié con dimetilsulféxido e hidréxido de potasio 2M (2:1:1
v/v/v) antes de leer a 600 nm. La absorbancia de SO se dividié por contenido de proteinay

luego se expresd como porcentaje respecto del control (%).

Peroxidos

Los perdxidos acuosos y lipidicos (PA y PL, respectivamente) se analizaron por colorimetria
en homogenatos de tejido encefalico murino. Las muestras se mezclaron con un reactivo a
base de xilenol color naranja (1:10 v/v) y se incubaron durante 30 minutos (Cittadini et al,
2015). Luego, las concentraciones de peréxidos se estandarizaron por el contenido de
proteina y se expresaron como porcentajes de absorbancia (560 nm) respecto al control

(%).

Actividad especifica de enzima y-glutamiltranspeptidasa (GGT)
La actividad especifica de enzima GGT (Sigma, GGT, EC 2.3.2.2) se midié en homogenatos
de tejido encefalico murino utilizando el método cinético de Szasz, dado su papel en el

metabolismo del glutation. Las muestras se mezclaron con los reactivos del kit (pH 8,25; 100
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mmol/L de Tris), tampon (2,9 mM de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida y 100 mM de
glicilglicina) a 25°C. Las unidades cataliticas internacionales se calcularon multiplicando
1158 veces (una constante) y la diferencia de absorbancia/min y dividiendo por contenido
de proteina (mUI/mg). La actividad de GGT se expresé como positiva o negativa (utilizando
criterios técnicos de precision como punto de corte) en condiciones de velocidad inicial y

rangos de linealidad.

Perfil de acidos grasos

Los lipidos y sus derivados poseen un rol modulador sobre el estado oxidativo de los tejidos
y la respuesta inflamatoria de éstos, asi como en las respuestas celulares mediadas por
receptores de membrana, por lo que se establecié el perfil cromatografico de acidos grasos
en los tejidos expuestos a los diferentes tratamientos.

Los AG de los homogenatos fueron analizados por cromatografia de gases, con el mismo

protocolo empleado en las lineas celulares estudiadas (ver seccion 2.2).

Determinacion de Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa)

Dado que el compromiso del SNC secundario a cancer puede involucrar una respuesta
inflamatoria, con los homogenatos tisulares obtenidos de los ensayos oncoldgicos se llevo
a cabo la medicién de marcadores neuroinflamatorios.

Los niveles de TNFa en cerebro se determinaron por espectrofotometria mediante ELISA
con un Kit OptEIA™ (BD Biosciences, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante con una
absorbancia determinada a 450 nm. Los resultados se calcularon a partir de una curva
estandar de TNFa (pg/mL) y se expresaron como pg de TNFa por gramo de tejido (pg TNFa/g

de tejido).

Determinacion de Interleucina 6 (IL-6)
Los niveles de IL-6 en sangre y cerebro se determinaron por espectrofotometria mediante
ELISA con un kit OptEIA™ (BD Biosciences, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante

con una absorbancia determinada a 450 nm. Los resultados se calcularon a partir de una
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curva estandar de IL6 (pg/mL) y se expresaron como pg de IL6 por g de tejido (pg IL6/g de
tejido) y mL de sangre (pg IL6/mL de sangre).

Estudios histoldgicos

Después de la extraccion del tejido encefdlico, se fijé una porcion de telencéfalo con formol
al 10% y se incluyé en parafina. Se realizaron cortes de 7 um de espesor (n>6) y se
procesaron tres portaobjetos con cada tratamiento y grupo control para los siguientes

estudios:

Densidad Celular

Los cortes obtenidos se desparafinaron en xilol (2 bafios de 15 minutos cada uno), se
escurrieron y se hidrataron con concentraciones decrecientes de alcoholes hasta agua
destilada (3 minutos por cada concentracién) para ser tefiidos con hematoxilina-eosina (H-
E). Se utiliz6 Hematoxilina Activada (Biopur®) durante 2 minutos. Se viraron con agua
corriente durante 5 minutos. Se colorearon con Eosina acidificada (Biopur ®) durante 1
minuto y se deshidrataron en serie de alcohol creciente. Por ultimo, se aclararon en xilol y
se montaron en bdlsamo. Estas secciones se analizaron utilizando fotomicrografias
obtenidas en un video-microscopio 6ptico Leica a 400x y las imagenes se analizaron con
programa Imagel) 1.48 (EE.UU.). Con este software, se estudié la densidad celular en

porcentaje (%) de area total y se expresd en porcentaje (%) con respecto al grupo control.

Nivel de mielina

Los cortes obtenidos se tifieron con la técnica de Kliiver Barrera para estudiar mielinizacion.
Se desparafinaron en xilol (dos bafios de 15 minutos) y se hidrataron con concentraciones
decrecientes de alcohol hasta agua destilada (3 minutos por cada concentracidon). Se
incubaron con solucion de luxol fast blue (ab150675, ABCAM) durante 24 horas a
temperatura ambiente. Se enjuagaron con agua destilada y se diferenciaron en carbonato
de litio durante 20 segundos. Luego se sumergieron en alcohol (vol 70) y se enjuagaron en
agua destilada. A continuacion, se enjuagaron durante 5 minutos con violeta de cresilo y se

lavaron rapidamente en agua destilada. Por ultimo, se deshidrataron en 3 pasajes de alcohol
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absoluto, se aclararon y montaron con bdlsamo. Con esta técnica se observa la mielinay los
fosfolipidos tefiidos de azul a verde y las neuronas de violeta. Los cortes se analizaron con
video-microscopio 6ptico Leica a 400x y las imdagenes se analizaron con el programa Image)
1.48 (EE.UU.). Se analizé la sustancia blanca de cada preparacién y se determiné el
porcentaje (%) de area donde faltaban las vainas de mielina (pérdida de mielina) y se

expreso el porcentaje (%) con respecto al grupo control.

Apoptosis

Los cortes fueron tefidos con colorante de Hoechst (33342, ThermoFisher®) para
determinar la morfologia nuclear de células apoptéticas. Después de rehidratar los cortes
con concentraciones decrecientes de etanol: agua (50:50), se realizo la tincidon de Hoechst
diluida en PBS (1 mL de PBS + 0,5 mL de Hoechst). Se incubd durante 10 minutos a 37°C en
la oscuridad. Después de tres lavados con PBS, se tifié con Eosina (1 mL de PBS + 50 uL de
eosina) y se dejo incubar nuevamente durante 5 minutos a 37°C en la oscuridad. Se repitio
el lavado con PBS. El porcentaje (%) de células apoptdticas se estudid con un video-
microscopio Leica con epifluorescencia (E: 350 nm/Em: 460 nm) a 400x. Las imagenes se
analizaron con el programa Image) 1.48 (EE.UU.). La cantidad de células apoptdticas se

expreso en porcentaje (%) con respecto al grupo control.

2.5. Analisis de compuestos fenodlicos por HPLC en tejido nervioso
Se analizaron los homogenatos de cerebro fraccionado en telencéfalo y diencéfalo de los
ratones inoculados con LAC-1 tratados con IP y el grupo control (ensayo 2, ver seccion 2.5).
El analisis se realizdé por HPLC-UV en colaboracion con el Instituto de Ciencia y Tecnologia

de los alimentos y la Nutricién (ICTAN)-CSIC, Madrid, Espaiia.

Preparacion de muestras

Las muestras liofilizadas de telencéfalo y diencéfalo se resuspendieron en PBS y se
procesaron con la enzima B-glucuronidasa/sulfatasa (EC 3.2.1.31) (Sigma-Aldrich Quimica S.
A., Madrid, Espafia). A alicuotas de 200 uL de homogenato se le afadié acido acético (0,58

N, 20 uplL) para evitar su degradacion, seguido por la hidrdlisis con enzima -
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glucuronidasa/sulfatasa. A continuacion, las muestras se centrifugaron (4500 rpm, durante
10 min) y los solventes se evaporaron usando un concentrador SpeedVac a temperatura
ambiente (30 min). Finalmente, las muestras se reconstituyeron con 0,20 mL de etanol:
etanol (1:1, v/v), se mezclaron en un voértex, se pasaron a través de un filtro MPVDF de 0,45

um (difluoruro de polivinilideno) y se analizaron por HPLC-UV.

Analisis HPLC-UV

Los sobrenadantes (20 uL) obtenidos se analizaron usando un cromatégrafo Agilent serie
1200 con una bomba cuaternaria, con deteccion por UV-Vis y una columna Ultrabase C18
(5 um, 4,6 mm x 150 mm) que se establecié termostaticamente a 25°C. Los disolventes
utilizados para el analisis fueron acido férmico al 0,1% (A); Acetonitrilo de grado HPLC con
0,1% de acido formico (B); agua ultrapura miliQ (C) y acetonitrilo (D) a una velocidad de flujo
de 1 mL min-1. Los espectros se registraron en el modo de iones negativos (Hidalgo et al

2012).

Identificacion y cuantificacion fendlica

Los compuestos fendlicos utilizados como estandar se analizaron en diferentes espectros
UV: 260, 280, 306 y 320 nm y su tiempo de retencion (tR) por HPLC.

La cuantificacion de estos compuestos puros se realizé a distintas longitudes de onda: acido
ferulico, cumarico y cafeico a 320 nm, mientras que el acido galico y clorogénico a 280 nm.
También se determiné la quercetina a 320 nm.

Estos datos, tanto tiempo de retencion como espectro UV, se utilizaron para identificar y

cuantificar los compuestos fendlicos y sus metabolitos presentes en los tejidos.

2.6. Analisis estadistico
Los datos se expresaron como media + error estandar de tres experimentos separados
realizados en triplicado. Para su andlisis, se ajustaron los correspondientes modelos de
ANOVA, seguidos por la prueba de Tukey (p<0,05), utilizando el programa estadistico
InfoStat 2012.
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Capitulo 3 RESULTADOS

3. Andlisis fitoquimicos de los fitoextractos

Fitoquimica

Los resultados de la composicidon fendlica analizada por HPLC-DAD-MS se presentan en
mg/g de planta (texto) y en mg/g de extracto seco (Tablas 2, 3y 4). En las tablas se pueden
observar caracteristicas cromatograficas, tiempo de retencién (tR), datos espectrales de
masas, espectro UV (Amax), identificacion tentativa y concentracién de compuestos

fendlicos.

- Lantana Grisebachii

En la tabla 2 se muestra el perfil fendlico de LG. Se identificaron 21 compuestos fendlicos
(Figura 5) donde los iridoides glucdsidos alcanzaron el 50% de los compuestos fendlicos
totales (compuestos 2, 5, 7-8, 11, 13, 20-21). El compuesto 7 (tevesido) fue el mas
abundante en esta planta, alcanzando 10,4 mg/g. Se identificaron como iridoides, teniendo
en cuenta sus espectros UV y los resultados del andlisis de masas, que mostré un ion
pseudomolecular a m/z 389 con un patrén de fragmentacion y un pico significativo en m/z
345. El compuesto 2 alcanzé los 6,93 mg/g de planta y se identific6 como dihidrotevesido
con ion pseudomolecular en m/z 391. El tercer compuesto mas abundante fue teveridosido
(compuesto 8) alcanzando los 4,01 mg/g de planta, que mostré un ion [M-H]- m/z 403. Estos
iridoides glucdsidos exhibieron espectros UV con un maximo (Amax) a ~ 234-236 nm.

El compuesto 5 se identific6 como acido geniposidico, que se encontrd en una cantidad
menor a 0,45 mg/g de planta. En base a las caracteristicas espectrométricas de masa, los
compuestos 11y 13, mostraron iones moleculares a m/z 537 y m/z 567 respectivamente, y
fueron identificados como derivados geniposidicos. El compuesto 11 mostrd un patrén de
fragmentacion con picos principales en m/z 163 ([dcido cumarico-H]) y 373 ([acido
geniposidico-H]-), identificandose como acido cumaroil-geniposidico (0,96 mg/g de planta).
Del mismo modo, el compuesto 13 mostré fragmentos idnicos importantes en m/z 193

([acido ferulico-H]-) y m/z 373 ([4cido geniposidico-H]-), identificando asi este compuesto
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como acido feruloil-geniposidico (1,19 mg/g de planta). Los compuestos 20 (tR 28,42 min,
ion pseudomolecular a m/z 557) y compuesto 21 (tR 30,12 min, ion pseudomolecular en
m/z 559), con iones de fragmentos a m/z 373 y m/z 149, también se clasificaron como
derivados geniposidicos, aunque su identificacion no fue determinada. Estos compuestos
se detectaron a niveles de 1,44 mg/gy 1,43 mg/g de planta respectivamente.

Los compuestos 6, 9, 10, 12, 15-17, mostraron las caracteristicas del espectro UV de los
acidos hidroxicinamicos. Entre estos, los compuestos 12, 15, 16 y 17 se identificaron como
isdmeros verbascosidos. El compuesto 12 fue el mas abundante, alcanzando 5,33 mg/g de
planta. Estos cuatro compuestos presentaron los mismos espectros UV y el mismo ion
pseudomolecular ([M-H]-) a m/z 623, con patrones de fragmentacion similares (fragmentos
de iones en m/z 461, 161, 315 y/o 179). Los compuestos 9 y 10 se identificaron como
verbascosidos hidroxilados llamado B OH-actedsido (0,76 mg/g de planta y 0,79 mg/g de
planta, respectivamente). Su ion molecular se encontré en m/z 639 con union de fragmento
principal a m/z 621, seguido de otro en m/z 161.

Los flavonoles también se identificaron en LG. Los compuestos 18 y 19 mostraron iones
pseudomoleculares a m/z 491 y 477 respectivamente, con un ion de fragmento principal a
m/z 315 ([isorhamnetina-H]-), es decir, pérdidas de 176 y 162, respectivamente. Por lo
tanto, teniendo en cuenta que la posicién normal de la glucosilacion de flavonoles es el
grupo hidroxilo en el C-3, se identificaron como isorhamnetina 3-O-glucurénido (1,73 mg/g
de planta) e isorhamnetina 3-O-glucdsido (2,20 mg/g de planta), respectivamente. El
compuesto 14, que mostré un ion pseudomolecular en m/z 637 y un fragmento mayor de
iones en m/z 315 ([isorhamnetina-H]-), se identificd como isorhamnetina rhamnosil-
glucurdnido (1,25 mg/g de planta). Todos estos compuestos mostraron el espectro UV
caracteristico de flavonoles (Tabla 2). Solo el compuesto 3 se identific6 como un derivado
del acido quinico, ya que su ion molecular era detectado a m/z 353 con fragmento de iones

am/z 191. Se denominé acido 3-cafeoil-quinico (0,42 mg/g de planta).
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Figura 5. Andlisis cromatografico (HPLC) de extracto de Lantana grisebachii. ldentificacion
de 21 compuestos fendlicos.

- Aspidosperma quebracho-blanco

En la tabla 3 se muestra el perfil fendélico de AQB. Se identificaron 31 compuestos fendlicos
(Figura 6), con predominio de derivados del acido hidroxibenzoico (compuestos 3, 4, 6-10,
12,13, 15, 18, 31). Los compuestos 3 y 13, definidos como gentisoil- hexdsido (0,49 mg/gy
1,29 mg/g de planta, respectivamente), mostraron un ion pseudomolecular a m/z 315, con
fragmentos de iones en m/z 153 ([acido gentisico-H]-) y m/z 109. El compuesto 18, que
muestra un ion pseudomolecular a m/z 477 y el mismo patrén de fragmentacién (m/z 153
([acido gentisico-H]-) y m/z 109) se identificd como gentisoil-dihexdsido (1,30 mg/g de
planta). El compuesto 9 (ion molecular a m/z 389) y el compuesto 15 (ion molecular a m/z
375) presentaron caracteristicas de derivados del acido ftalicos, este ultimo identificado
como acido trihidroxiftalico hexdsido (concentraciones: 0,10 mg/g y 1,43 mg/g de planta,
respectivamente).

Dentro de los derivados del acido hidroxibenzoico, se identificd el acido protocatechuico
(compuesto 12) que muestra un ion pseudomolecular a m/z 153 ([M-H]-), y se identifico el

compuesto 6 como acido protocatechuico hexdsido ([M-H]-) con m/z 315 y un ion de
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fragmento principal a m/z 153 ([4cido protocatechuico-H]-). Sus concentraciones fueron
0,41 mg/gy 0,13 mg/g de planta, respectivamente.

El compuesto 7 se identificd como acido galico ([M-H]- m/z 169). Su concentracion fue 1,30
mg/g de planta. De manera similar, el compuesto 10, identificado como galoil-glucosa (M-
H)- m/z 331 con los fragmentos principales de iones a m/z 169 ([acido galico-H]-) y con m/z
151 ([acido galico-H20]-), también se encontrd, pero en cantidades mas bajas (0,03 mg/g
de planta).

Otros compuestos identificados dentro de los dacidos hidroxibenzoicos fueron los
compuestos 4, 8 y 31. A tR 8,21 min, el compuesto 4 mostré una [M-H]- con m/z 151y se
identificé como vainillina (0,23 mg/g de planta). El acido siringico (compuesto 8, 0,07 mg/g
de la planta) fue identificado por su ion pseudomolecular en m/z 197 ([M-H]-) y su patrén
de fragmentacion (fragmentos de iones en m/z 153 y 135). Finalmente, el acido elagico
(compuesto 31) [M-H]- m/z 301, con fragmentos de iones a m/z 257, 153 y 109, alcanzo
0,18 mg/g de planta.

Dos compuestos de extracto de AQB se identificaron como derivados de acido quinico. El
compuesto 5, a una concentracion de 0,07 mg/g de planta, se defini6 como acido
clorogénico (5-acido cafeoil-quinico) basado en su tR y en su ion pseudomolecular a m/z
353 ([M-H]-). El compuesto 11 se identific6 como acido 1-cafeoil-quinico porque el ion
molecular fue m/z 353 con fragmentacién a m/z 191.

Varios compuestos identificados en AQB (compuestos 19-23, 25 y 29) exhibieron
caracteristicas de los flavonoles (espectros UV Amax ~ 360 nm). Los compuestos 19 y 25
mostraron un ion pseudomolecular en m/z 771 y 609, respectivamente, y en ambos casos,
el principal fragmento de ion se detecté a m/z 301 ([quercetina-H]-). En base a su patrdn de
fragmentacion se definieron como quercetina 3-O-glucosil-rhamnosil-glucésido (0,73 mg/g
de planta) y quercetina 3-O-rutindsido (0,43 mg/g de planta), respectivamente.
Considerando sus tiempos relativos de retencién cromatografica, espectros UV-Vis vy
espectrofotometria de masa, los compuestos 20 y 21 se identificaron como kaempferol 3-
O glucosil-ramnosil-galactésido (de la primera eluciéon cromatografica) y kaempferol 3-O-

glucosyl-ramnosyl-glucdsido, que mostrd un ion pseudomolecular a m/z 775 con un ion de
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fragmento de MS2 principal a m/z 285. Sus concentraciones fueron de 0,20 y 0,36 mg/g de
planta respectivamente. Los compuestos 22 (0,42 mg/g de planta) y 23 (0,32 mg/g de
planta) mostraron un ion molecular a m/z 785 con un ion de fragmento principal a m/z 315
([isorhamnetina-H]-). Ellos fueron identificados como isorhamnetina 3-O-glucosil-
rhamnosil-galactésido e isorhamnetina 3-0-glucosil-rhamnosil-glucésido (flavonoles),
respectivamente, de acuerdo con su patron de fragmentacién y tR cromatografica. El
compuesto 29, que presentd un idn pseudomolecular en m/z 623 con fragmentos MS2 a
m/z 315 ([isorhamnetina-H]-), fue identificado como isorhamnetina 3-O-rutindsido (0,18
mg/g de planta).

Los flavonoides monoméricos también se encontraron en la AQB. El compuesto 24, se
identificé como catequina por suion pseudomolecular en m/z 289y los iones en fragmentos
a m/z 245y 137 (0,15 mg/g de planta), y el compuesto 27 como epicatequina (0,26 mg/g

de planta) que mostré el mismo ion molecular y fragmentos de iones a m/z 245, 137 y 151.
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Figura 6. Andlisis cromatografico (HPLC) de extracto de Aspidosperma quebracho-blanco.
Identificacion de 31 compuestos fendlicos. Arriba: método de andlisis A (Garcia-Estévez et
al, 2010). Abajo: método de andlisis B (Garcia-Estévez et al, 2012).

- llex paraguariensis

En la tabla 4 se muestra el perfil fendlico de IP. Se identificaron 23 fenoles (Figura 7), donde
el 85% de los compuestos (compuestos 1, 4-6, 9-11, 13, 14, 16-23) mostré el espectro UV
caracteristico de los derivados del acido quinico (Améax ~ 326 nm). Los compuestos 4, 5,9y
11 mostraron un ion pseudomolecular a m/z 353 y fueron identificados como isémeros de
acido cafeoil-quinico. Sus identidades fueron asignadas dependiendo de las diferentes
intensidades relativas de fragmentacion (Ferreres et al, 2014). El compuesto 4 mostrd
fragmentos de iones a m/z 191(100), 79(49), 135(27) y se identificé como acido 3-cafeoil-
quinico (1 mg/g de la planta), y el compuesto 5, que mostrd fragmentos de iones a m/z
191(100), 179(5) y 135(3), se identificé como acido 5-cafeoil-quinico (acido clorogénico).

Este compuesto fendlico fue el mas abundante (28,82 mg/g de planta). El compuesto 11
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también mostro fragmentos de 191(100) y 179(4) y, dada la ausencia de otros fragmentos,
se identificé como 1-4cido cafeoil-quinico (17,71 mg/g de planta). Finalmente, el compuesto
9 mostré una mayor intensidad en el fragmento 173(100), 179(90), 135(70) y el mas bajo
en 191(75) y, por lo tanto, fue identificado como acido 4-cafeoil-quinico (11,71 mg/g de
planta).

Los compuestos 16, 17, 19 y 22 presentaron un ion pseudomolecular a m/z 515y un ion de
fragmento principal en m/z 353(100), que puede corresponder a las caracteristicas de
acidos dicafeoil-quinicos. Dadas sus diferentes intensidades de fragmentacion, fueron
identificados al compararlos con los reportados en la literatura (Clifford et al, 2007; Sousa
et al, 2015). El compuesto 16, que mostro fragmentos de iones a m/z 353(100), 173(60),
335(20), se definié como 4,3-acido dicafeoil-quinico (4,3 mg/g de planta) y el compuesto
17, con fragmentos de iones a m/z 353(100), 191(80), 179(60), fue identificado como acido
1,3-dicafeoil-quinico (18,66 mg/g de planta).

El compuesto 19 también mostré fragmentacion de m/z 353(100), 173(90), 179(70),
191(50), 203(20), y se identificé6 como acido 1,4-dicafeoil-quinico (6,99 mg/g de planta).
Finalmente, el compuesto 22 se definid como acido 4,5-dicafeoil-quinico (0,62 mg/g de
planta) basado en su patréon de fragmentacion (fragmentos de iones a m/z 353(100),
173(70) y 179(50)).

Los compuestos 10, 13 y 14 mostraron un ion pseudomolecular a m/z 367, que es
caracteristico de los acidos feruloil-quinicos. En funcidn de sus patrones de fragmentacion
(Clifford et al, 2007; Sousa et al, 2015), se identificaron, respectivamente, como acido 3-
feruloil-quinico (fragmentos de iones a m/z 193(100) y 134(15)), acido 4-feruloil-quinico
(fragmentos de iones a m/z 173(100) y 191(29)) y 5-acido feruloil-quinico (iones MS2 a m/z
191(100) y 173(12)). Las cantidades determinadas de cada isémero fue 2,19 mg/g, 1,18
mg/gy 1,49 mg/g de planta, respectivamente.

Los compuestos 20, 21y 23 mostraron un ion molecular a m/z 529, que se puede relacionar
con estructuras de acido cafeoil-feruloil-quinico. Los diferentes isdmeros fueron
identificados comparando su patrén de fragmentacién MS2 con los reportados

previamente (Clifford et al, 2007; Sousa et al, 2015). El compuesto 20, identificado como
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acido 3,5-cafeoil-feruloil-quinico (3F, 5C), mostré una fragmentacién de iones a m/z
367(100), 193(80) ([acido ferulico-H]-) y 134(20) y su concentracién fue 0,93 mg/g de planta.
El compuesto 21 se identificé como acido 3,5-cafeoil-feruloil-quinico (3C, 5F), ya que mostré
fragmentos de iones a m/z 353(100) ([acido cafeoil-quinico-H]-), 191(80) ([acido quinico-H]-
) y 179(60) ([acido cafeico-H]-). Su concentracion fue de 0,66 mg/g de planta. Finalmente,
el compuesto 23, con valores de 0,83 mg/g de planta, se defini6 como 3,4-acido cafeoil-
feruloil-quinico (3C, 4F) debido a su patron de fragmentacion (m/z 367(100) y 173(80)).
Los compuestos 7 y 8, identificados como derivados hidroxicindmicos, se definieron como
acido cafeoil-glucosa (1,19 mg/g y 1,03 mg/g de planta, respectivamente). Estos
presentaron [M-H]- m/z 341 y fragmentacién de MS2 a m/z 179, 161y 135.

Los flavonoles también se encontraron en el extracto de IP. El compuesto 15 mostré un ion
molecular en m/z 609 con un ion de fragmento principal a m/ z 301 ([quercetina-H]-), por
lo que se definié como quercetina rutindsido (6,16 mg/g de planta). Del mismo modo, el
compuesto 18 se definié como isorhamnetina rutindsido (0,34 mg/g de planta) basado en

su ion molecular a m/z 623 y fragmento de ion a m/z 315 ([isorhamnetina-H]-).
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Figura 7. Analisis cromatografico (HPLC) de extracto de llex paraguariensis. ldentificacién
de 23 compuestos fendlicos.
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Los estandares utilizados para identificar y cuantificar los compuestos identificados (entre
paréntesis) fueron acido galico (compuestos 1, 4, 14 de LG; 1-3, 7, 9, 10, 13-18, 26, 28, 30
de AQB y 2, 3, 12 de IP), acido protocatechuico (compuestos 6 y 12 de AQB), acido
clorogénico (compuesto 3 de LG; 5, 11 de AQB vy 1, 4-6, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19-23 de
IP), acido cafeico (compuestos 9, 10, 12, 15-17 de LG y 7-8 de IP), 4cido vainillico (compuesto
4 de AQB), acido siringico (compuesto 8 de AQB), acido p-cumarico (compuesto 6 de LG),
acido elagico (compuesto 31 de AQB), acido geniposidico (compuestos 2,5, 7, 8, 11, 13, 20,
21 de LG), epicatequina (compuesto 27 de AQB), catequina (compuesto 24 de AQB),
qguercetina 3-0O-glucdsido (compuesto 19 de AQB); quercetina 3-O-rutindsido (compuesto
25 de AQB y 15 de IP), isorhamnetina 3-O-glucésido (compuestos 18-19 de LG y 22-23 de
AQB), isorhamnetina 3-O-rutindsido (compuesto 29 de AQB y 18 de IP), y kaempferol 3-O-

glucdsido (compuestos 20-21 de AQB).
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Tabla 2. Caracteristicas cromatograficas (tR), espectro de masa, espectro UV (Amax), identificacion tentativa y concentracion de
compuestos fendlicos (mg/g de extracto seco) en el extracto de Lantana grisebachii.

tr [M-H]- mg/g de
Compuestos (min) (m/z) Fragmentos de iones (m/z) UV Amax (nm) Identificacion Grupo extracto seco %
1 5,56 282 150, 133 254, 274(sh) Desconocido - 2,94 1,75
2 5,86 391 167,123, 149 236 Dihidrotevesido Iridoides 26,75 15,91
3 6,24 353 191 326, 298(sh) 3- acido cafeoil-quinico Derivados de AQ 1,64 0,98
4 8,04 375 169, 151, 213 238 Desconocido - 3,80 2,26
5 9,01 373 167, 211, 123, 149, 193 232,314 Acido geniposidico Iridoides 1,77 1,05
6 10,11 487 179, 135, 161 332, 300(sh) Hesperidésido cumarico Derivados de AH 1,19 0,71
7 11,09 389 345, 121, 165, 209, 139 236 Tevesido Iridoides 41,69 24,79
8 17,36 403 371,127,191, 121, 139 234 Teviridosido Iridoides 15,47 9,20
9 19,20 639 621, 161, 179, 459, 529 330, 296(sh) B OH-Acteoside* Derivados de AH 293 1,74
10 19,49 639 621, 161, 179, 459, 529 330, 296(sh) B OH-Acteoside* Derivados de AH 3,04 1,81
163, 373, 313, 331, 119, )
11 23,18 537 149 232, 296(sh), 312 Acido geniposidico cumarico Iridoides 3,71 2,20
12 23,51 623 461, 161, 315,179 246, 294(sh), 332 Isémero Verbascésido Derivados de AH 20,56 12,22
13 24,58 567 193, 373, 343, 149, 361 326, 296(sh) Acido feruloil-geniposidico Iridoides 459 2,73
Isorhamnetina O-rhamnosil-
14 25,08 637 315, 301 364, 300 (sh) glucurénido Flavonoles 4,84 2,88
15 25,83 623 461, 161, 315 328, 292(sh) Isémero Verbascésido Derivados de AH 2,15 1,28
16 26,19 623 461, 161, 315, 179 328, 292(sh) Isémero Verbascésido Derivados de AH 1,96 1,17
17 26,52 623 461, 161 328, 292(sh) Isémero Verbascdsido Derivados de AH 2,89 1,72
18 26,89 491 315 360, 299 (sh) Isorhamnetina 3-O-glucurénido Flavonoles 6,67 3,96
19 27,46 477 315 362, 299 (sh) Isorhamnetina 3-O-glucésido Flavonoles 8,51 5,06
20 28,42 557 373, 149, 133 230, 326 Derivado del 4cido geniposidico Iridoides 555 3,30
21 30,12 559 373,149,185 230, 296(sh), 330 Derivado del acido geniposidico Iridoides 5,53 3,29

*Verbascdsido hidroxilado;

AQ: Derivados del acido quinico

AH: derivados del 4cido hidroxicindmicos
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Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas (tR), espectro de masa, espectro UV (Amax), identificacion tentativa y concentracion de

compuestos fendlicos (mg/g de extracto seco) en extracto de Aspidosperma quebracho-blanco.

tr [M-H]- Fragmentos de iones UV Amax mg/g de extracto
Compuestos (min) (m/z) (m/z) (nm) Identificacion Grupo seco %
1* 7,31 295 161 260 Desconocido - 0,71 0,80
2% 7,43 237 191, 135, 121 250 Desconocido - 4,80 5,40
3 7,54 315 153, 109 240, 306 Gentisoil-hexdsido Derivados del AHB 2,52 2,83
4* 8,22 151 109, 133 268 Vanillina Derivados del AHB 1,21 1,35
8,62 353 Acido clorogénico Derivados del AQ 0,37 0,42
6 8,91 315 153, 109 260, 294 Acido protocatechuico hexdsido Derivados del AHB 0,66 0,74
7* 9,08 169 125 270 Acido galico Derivados del AHB 6,70 7,52
8* 9,79 197 153,135 274 Acido siringico Derivados del AHB 0,36 0,40
9* 11,05 389 345,121, 165, 209 234, 326 Derivados del acido ftalico Derivados del AHB 0,50 0,56
10* 12,99 331 169, 151 271 Galoil-glucosa Derivados del AHB 0,14 0,16
11 13,72 353 191 326, 298(sh) 1-acido cafeoil-quinico Derivados del AQ 10,89 12,24
12* 14,62 153 109 259, 294 Acido protocatechuico Derivados del AHB 2,12 2,38
13* 15,4 315 153, 109 263, 317 Gentisoil-hexdsido Derivados del AHB 6,66 7,49
14 15,56 403 357,125, 151,191 246 Desconocido - 4,34 4,88
15* 16,74 375 213, 169, 107 Acido trihidroxi-ftalico hexdsido Derivados del AHB 7,34 8,24
16 17,36 371 249, 121, 353, 231 232,274 Desconocido - 3,28 3,69
17 17,80 403 371,121, 191, 223 236 Desconocido - 5,24 5,89
18* 18,54 477 153, 109 Gentisoil-dihexdsido Derivados del AHB 6,69 7,51
19 19,61 771 301 364, 300(sh) Quercetina glucosil-rhamnosil-glucésido Flavonoles 3,73 4,20
20 21,38 775 285 365, 300(sh) Kaempferol glucosil-rhamnosil- Flavonoles 1,05 1,18
galactésido
21 21,53 775 285 364, 298(sh) Kaempferol glucosil-rhamnosil-glucésido Flavonoles 1,85 2,08
22 21,70 785 315 361, 302(sh) Isorhamnetina glucosil-rhamnosil- Flavonoles 2,16 2,43
galactésido
23 21,87 785 315 361, 302(sh) Isorhamnetina glucosil-rhamnosil- Flavonoles 1,63 1,83
glucosido
24 23,63 289 245, 137 278 Catequina Flavanoles 0,76 0,85
25 24,42 609 301 368 Quercetina rutindsido Flavonoles 2,20 2,47
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26
27
28
29
30

31

25,80
27,40
27,50

29
35,12

38,73

507
289
417
623
389

301

463, 153, 353
245,137,151

181, 387, 167, 151, 403
315

181, 275, 345,285

257,153,109

306
270

262, 306
362, 298(sh)

274, 308,
376
268, 344

Desconocido
Epicatequina
Desconocido
Isorhamnetina 3-O-rutindsido

Desconocido

Acido elagico

Flavanoles

Flavonoles

Derivados del AHB

1,86
1,34
4,68
0,93
1,37

0,93

2,09
1,51
5,26
1,05
1,53

1,05

*Estos compuestos fueron determinados del cromatograma obtenido en el analisis de la muestra utilizando el método cromatografico descrito en Garcia-Estévez et al, 2010.
AHB: Derivados del acido hidroxibenzoico;

AQ: Derivados del acido quinico
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Tabla 4. Caracteristicas cromatograficas (tR), espectro de masa, espectro UV (Amax), identificacién tentativa y concentracion de
compuestos fendlicos (mg/g de extracto seco) en extracto de llex paraguariensis.

tr mg/g de
Compuestos (min) [M-H] (m/z) Fragmentos de iones (m/z) UV Amax (nm) Identificacion Grupo extracto seco %
1 4,47 191 111,129 266 Acido quinico Derivados de AQ 3,28 1,38
2 4,88 371 191, 173, 135 252,278 Desconocido - 0,59 0,25
3 5,018 473 189, 351, 221, 311 294 Desconocido - 0,61 0,26
4 7,41 353 191(100), 179(49), 135(27) 326, 298(sh) 3-Acido cafeoil-quinico Derivados de AQ 2,01 0,85
5 8,04 353 191(100), 179(50), 135(30) 326, 296(sh) 5-Acido cafeoil-quinico? Derivados de AQ 57,80 24,37
6 8,50 391 217,179, 135 272 3-Acido disuccinoil-quinico Derivados de AQ 7,44 3,13
7 8,383 341 161, 179, 203, 135 328, 300(sh) Acido cafeoil glucosa Derivados de AH 2,39 1,01
8 10,67 341 179, 161, 221, 135 328, 300(sh) Acido cafeoil glucosa Derivados de AH 2,06 0,87
9 12,33 353 173(100), 179(90), 191(75), 135(70) 326, 298(sh) 4-acido cafeoil-quinico Derivados de AQ 23,49 9,91
10 12,89 367 193(100), 134(15) 324, 294(sh) 3-Acido feruloil-quinico Derivados de AQ 4,40 1,85
11 13,31 353 191(100), 179(4) 326, 300(sh) 1-Acido cafeoil-quinico Derivados de AQ 35,52 14,98
12 16,96 427 161, 179 274 Desconocido - 12,99 5,48
13 18,43 367 173(100), 191(29) 322, 292(sh) 4-Acido feruloil-quinico Derivados de AQ 2,37 0,99
14 20,12 367 191(100), 173(12) 324, 296(sh) 5-Acido feruloil-quinico Derivados de AQ 2,99 1,26
15 24,49 609 301 364, 300(sh) Quercetina rutinésido Flavonoles 12,36 5,21
16 26,12 515 353(100), 173(60), 335(20) 326, 298(sh) 3,4-Acido dicafeoil-quinico Derivados de AQ 8,62 3,63
17 27,80 515 353(100), 191(80), 179(60) 328, 298(sh) 1,3Acido dicafeoil-quinico Derivados de AQ 37,43 15,78
18 29,18 623 315 362, 300(sh) Isorhamnetina rutindsido Flavonoles 0,69 0,29
19 30,66 515  353(100), 173(90), 179(70), 191(50), 328, 300(sh) 1,4-Acido dicafeoil-quinico Derivados de AQ 14,03 5,92
203(20)
20 34,53 529 367(100), 193(80), 134(20) 324, 294(sh) 3,5-acido cafeoil-feruil Derivados de AQ 1,8 0,79
quinico?
21 35,15 529 353(100), 191(80), 179(60) 324, 294(sh) 3,5-4cido cafeoil-feruloil Derivados de AQ 1,32 0,56
quinico?
22 35,55 515 353(100), 173(70), 179(50) 326, 298(sh) 4-5-3cido dicafeoil quinico Derivados de AQ 1,25 0,53
23 37,19 529 367(100), 173(80) 328, 300(sh) 3,4-acido cafeoil-feruloil Derivados de AQ 1,67 0,70

quinico?*

AQ: derivados del acido quinico; AH: derivados del 4cido hidroxibenzoico; 1 acido clorogénico; 2 3,5-Cafeoil-feruloil quinico (3F,5C); 3 3,5-Cafeoil-feruloil quinico (3C,5F); 4 3,4-Cafeoil-feruloil quinico

(3C,4F).
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3.2. Bioactividad in vitro de los fitoextractos

Viabilidad celular
La viabilidad celular de las lineas C6 y T98-G no se modificd significativamente por los
extractos (LG, AQB e IP) con respecto al Control (C). Los extractos no mostraron toxicidad

en el rango de dosis empleado (Figura 8).

Liberacidon de IL-6

Se observé que el extracto de IP redujo significativamente la liberacion de IL-6 en células C6
(p<0,05), sin actividad en células T98-G.

Por otro lado, el extracto de AQB indujo la liberacion de IL-6 por ambas lineas celulares de
una manera dependiente de la dosis, mientras que el extracto LG redujo la liberacién de IL-
6 por las células C6 (no significativo) y no tuvo efecto sobre las células T98-G.

Teniendo en cuenta estos resultados, se podria sugerir un efecto proinflamatorio de AQB
(ambas lineas celulares) y un efecto anti-inflamatorio de IP (linea celular C6; p<0,05). Por

ultimo, LG no mostro efecto sobre la liberacién de esta citoquina (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidad y liberacién de IL-6 en células T98-G y C6 tratadas con distintas
concentraciones de LG, ABQ o IP (LG: Lantana grisebachii; AQB: Aspidosperma quebracho-
blanco; IP: llex paraguariensis). Resultados expresados como porcentaje de la media + EE
respecto al grupo control: C=100%). * p<0,05.

Perfil de AG de células tratadas

Se estudio el efecto de los extractos (distintas dosis) sobre el perfil de AG de las células
tratadas y el grupo C, dado el rol fundamental que juegan los lipidos en el desarrollo de los
procesos inflamatorios celulares. Los resultados de estas variaciones en el perfil lipidico se
presentan en familias de AG (ver seccion 2.2) y se expresan en porcentaje con respecto al C
(C=100%).

Se observé que la linea celular C6 tratada con LG mostré cantidades decrecientes de AG w-
9 (38%), AG saturados (30%), w-6 (22%) y w-3 (10%) (Figura 9). Se encontraron cantidades
similares en las células tratadas con AQB, aunque mostraron mayores cantidades de los

primeros (AG w-9 (40%) y AG saturados (38%) y menores de AG w-6 y w-3 (Figura 9). Los AG
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w-7 (32%) fueron los principales en las células tratadas con IP, seguidos de AG w-9 (30%),
AG saturados (24%), AG w-6 (10%) y AG w-3 (4%) (Figura 9).

Por otro lado, las células T98-G tratadas con LG mostraron de forma decreciente AG w-9
(37%), AG w-6 (25%), AG w-7 (15%), AG saturados (15%) y AG w-3 (8%), mientras que AQB
aumentd AG w-9 (45%), AG saturados (18%) y AG w-7 (18%), pero disminuyd AG w6 (17%)
y w-3 (3%). De manera similar, el tratamiento con IP mostré cantidades decrecientes de AG

w-9 (46%), AG w-7 (20%), AG saturados (20%), AG w-6 (9%) y AG w-3 (5%) (Figura 9).
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Figura 9. Acidos grasos agrupados por familias luego de los tratamientos con fitoextractos.
LG: Lantana grisebachii, AQB: Aspidosperma quebracho-blanco e IP: llex paraguariensis, en
lineas celulares T98-G y C6, expresados en porcentaje con respecto al C (%).

A su vez, se interpretaron los resultados en relacién al rol que ejerce cada familia de AG
sobre la respuesta inflamatoria segin los datos reportados en la bibliografia. Asi, se
determinaron los AG saturados y w-6 como AG proinflamatorios (Garcia-Casal et al, 2014;
Sears, 2015) y los AG w-9, w-3 y w-7 como AG anti-inflamatorios (Mesa-Garcia et al, 2006;
Sanchez et al, 2007).
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En ambas lineas celulares, C6 y T98-G, la cantidad de AG proinflamatorios fue mayor en los
tratamientos con LG y AQB mientras que los AG anti-inflamatorios mostraron mayor

concentracion en células tratadas con IP (Figura 10).
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Figura 10. AG agrupados en proinflamatorios y anti-inflamatorios observados luego de
tratamientos con fitoextractos. Lineas celulares T98-G y C6, expresados en porcentaje (%).
LG: Lantana grisebachii; AQB: Aspidosperma quebracho-blanco; |P: llex paraguariensis.

3.3. Andlisis de Regresion de minimos cuadrados parciales (PLS)

La regresidon (PLS) se usd para correlacionar las respuestas de ambas lineas celulares
expuestas a los extractos y para discriminar los efectos de cada compuesto identificado en
loa fitoextractos por HPLC-DAD-MS.

Los resultados mostraron que los niveles de liberacién de IL-6 estan inversamente
relacionados con los niveles de AG de la familia w-7, que estuvo representada por el acido
palmitoleico (16:1) (Figura 11). Los compuestos de LG se relacionaron con AG
poliinsaturados (w-6 y w-3), sin asociacién con la liberacién de IL-6. Los compuestos de AQB,
en las células T98-G se relacionaron directamente con la liberacién de IL-6 y, con menor
intensidad, con w-9 y AG saturados (Figura 11). Los compuestos de IP se relacionaron

principalmente con niveles mayores de AG w-7, seguidos de w-9 y saturados. Ademas, estos
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compuestos estaban inversamente relacionados con la liberacion de IL-6. El acido
clorogénico se identific6 como el principal compuesto activo en las células C6, siendo uno
de los principales acidos fendlicos identificados en IP (1-cafeoil-quinico, 5-cafeoil-quinico,

1,3-dicafeoil-quinico) (Figura 11).

4+
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Figura 11. Correlaciones entre los compuestos fendlicos de los extractos con la liberacién
de IL-6, viabilidad celular y concentracion de AG en lineas celulares T 98-G y C6. Principales
compuestos de Lantana grisebachii: dihidrotevesido, tevesido e isémero verbascésido; de
Aspidosperma quebracho-blanco: dacido galico, trihidroxiftdlico hexdsido y gentisoil
hexodxido; de llex paraguariensis: 1-acido cafeoil-quinico, 1,3-acido dicafeoil-quinico y 5-
acido cafeoil-quinico (acido clorogénico). La longitud de la linea indica la intensidad de la
variable relativa y los grados de separacion de linea indican la correlacién entre variables,
siendo por ej.: <90°= positivo; 90°= nulo; >90°= negativo.

3.4. Bioactividad in vivo de los fitoextractos en ratones sanos
Se realizd el primer ensayo murino con ratones sanos de ambos sexos (seccion 2.3) y se
determinaron fenoles totales (FT), perdéxidos acuosos y lipidicos (PA y PL), la actividad de la
enzima y-glutamiltranspeptidasa (GGT) y el anién superdxido (SO) en el encéfalo total y
cada una de las regiones encefalicas obtenidas, a fin de conocer el efecto redox de los

fitoextractos estudiados.

A continuacidn, se reporta el peso (Media + DE) de cada regidn encefalica estudiada:
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Telencéfalo: 0,209 £+ 0,030 g
Cerebelo: 0,038 +0,010¢g
Diencéfalo: 0,050 £ 0,016 g
Mesencéfalo: 0,039 + 0,029 g
Tallo encefalico: 0,020 £ 0,007 g

Tejido encefalico total

Al analizar la concentracidn de FT, PAy PL en el tejido encefalico completo, se registré una
concentracion de FT mayor en ratones machos tratados con LG e IP y menor con extracto
de LG en hembras (p<0,05) con respecto al C (Figura 12). También se observé que la ingesta
de los diferentes extractos de plantas estuvo asociada a efectos variables sobre el estado

oxidativo del SNC en ambos sexos (Figura 13).
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Figura 12. Fenoles totales encefélicos en ratones Balb/c sanos que recibieron tratamiento
con fitoextractos. Dosis: 100 mg/Kg/dia de extracto de LG, AQB o IP. C: control; LG: Lantana
grisebachii; AQB: Aspidosperma quebracho-blanco; IP: llex paraguariensis. Resultados

74



expresados en pg de equivalente de acido gélico/mg de proteinas (ug EAG/mg prot.). *
p<0,05.
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Figura 13. Peroxidacion encefédlica total en ratones Balb/c sanos que recibieron
tratamientos con fitoextractos. Dosis: 100 mg/Kg/dia de extracto de LG, AQB o IP. C: control;
LG: Lantana grisebachii; AQB: Aspidosperma quebracho-blanco; IP: llex paraguariensis. PA:
perdxidos acuosos; PL: peréxidos lipidicos. Resultados expresados en porcentaje (%) con
respecto al grupo C. * p<0,05.

Cerebro

Telencéfalo

Los FT se incrementaron mediante los tratamientos de LG e IP (157 y 161%,
respectivamente) (p<0,05) en machos, mientras que disminuyeron a 42% por LG en
hembras (p<0,05) (Figura 14). PA se incrementaron mediante LG e IP (270% en ambos casos)
en machos, y también en las hembras (aumento de 256%) (p<0.05). En machos, los PL se
redujeron por el tratamiento de AQB (43% con respecto a los controles, p<0,05). En
hembras, las determinaciones de SO aumentaron significativamente (p<0,05) en todos los
tratamientos. Las concentraciones de GGT se elevaron solo en los machos tratados con IP

(0,30 + 0,04) con respecto al grupo C (0,07 + 0,03) (p<0,05) (Tabla 5).
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Diencéfalo

Los niveles de FT se elevaron 11 veces en hembras tratadas con AQB (p<0,05) (Figura 14).
En este grupo experimental, PA y PL aumentaron significativamente (500 y 1600%,
respectivamente) (p<0,05). Por otro lado, no se observaron modificaciones significativas
con respecto a C de estos parametros en machos con ningun tratamiento de fitoextracto.
Las hembras tratadas con AQB mostraron una disminucién de SO (p<0,05). Las
determinaciones de GGT se redujeron en todos los tratamientos en hembras y fueron
mayores debido a AQB en machos (1,12 + 0,00) con respecto al grupo C (0,07 + 0,03)
(p<0,05) (Tabla 5).

Mesencéfalo

En ambos sexos, FT no se detectaron con los diferentes tratamientos, excepto por el
extracto de AQB (p<0,05) (Figura 14). Los niveles de PA fueron elevados por todos los
tratamientos: AQB, LG e IP (714, 952 y 476%, respectivamente) en hembras (p<0,05),
mientras que solo el extracto de AQB incrementd la concentracion de PA tres veces en
machos (p<0,05). En ambos sexos, las concentraciones de LP fueron aumentadas por los
tratamientos de AQB y LG (278% en machos y 313% en hembras, con cantidades similares
con ambos extractos, p<0,05). Las concentraciones de SO disminuyeron por IP/LG y por
AQB/LG en hembras y machos, respectivamente (p<0,05). Solo las concentraciones de GGT
en hembras disminuyeron por los extractos de LG e IP a niveles nulos (0,00 + 0,00) con

respecto al grupo C (0,07 £ 0,02) (p<0,05) (Tabla 5).

Tallo encefalico

La concentracién de FT fue mas alta en los tratamientos AQB y LG (1,8 y 2,5%,
respectivamente, p<0,05) en relacion a hembras y machos controles, respectivamente
(Figura 14). PA fueron aumentados por LG (250 y 300% en hembras y machos, p<0,05) en
ambos sexos, mientras que los niveles de PL fueron elevados por LG e IP (322 y 1240%,

respectivamente, p<0,05) solo en hembras. SO disminuyé en hembras tratadas con LG y
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aumentd en machos que recibieron el extracto de AQB (p<0,05). La actividad de GGT
disminuyd por IP (0,04 £ 0,01) y LG (0,02 £ 0,00) con respecto al grupo de control (0,09 +
0,02) en hembras y solo por IP (0,00 £+ 0,00) con respecto al grupo C en machos (0,15 + 0,02;
p <0,05) (Tabla 5).

Cerebelo

Se observd una disminucién de FT en machos tratados con AQB e IP en relacién con el grupo
C (48 y 36%, respectivamente, p<0,05; Figura 14). Ademads, los PA se incrementaron
mediante el tratamiento con LG e IP (200 y 300%, respectivamente, p<0,05) en machos,
aunque los efectos del extracto no fueron estadisticamente significativos en la
concentracion de PL con respecto a C. El anidon SO no se afectd, mientras que la
concentracion de GGT aumentd con IP (0,14 £ 0,05) con respecto al grupo C (0,00 £ 0,00)
en hembras (p<0,05; Tabla 5).
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Figura 14. Concentracidn de fenoles totales en cada region cerebral estudiada de ratones
Balb/c sanos de ambos sexos luego de la ingesta de extractos vegetales. C: control; LG:
Lantana grisebachii; AQB: Aspidosperma quebracho-blanco; IP: Ilex paraguariensis.
Resultados expresados en ug de equivalentes de acido galico (EAG) por gramo de proteinas
(ug EAG/mg prot.).
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Tabla 5. Biomarcadores redox en diferentes regiones encefalicas de ratones Balb/c sanos tratados con extractos vegetales

Tratamientos

Perdxidos acuosos (PA) (%)

Perdxidos lipidicos (PL) (%)

Anidn Superoxido (SO) (%)

Actividad de enzima

Hembras

Machos

Hembras

Machos

Hembras

Machos

Telencéfalo
C

AQB

LG

IP
Diencéfalo
C

AQB

LG

IP
Mesencéfalo
C

AQB

LG

IP

Tallo
encefdlico
C

AQB

100,00+12,82
115,38+43,58
256,41+12,81*
256,41+35,89*

100,00+04,20
500,00+100,0*
200,00+48,00
037,00+19,00

100,00+80,95
714,28+42,85*
952,38+23,80*
476,19+97,61*

100,00+06,50
100,00+20,50

100,00+06,21
089,18+08,10
270,27+06,21*
270,27+08,64*

100,00+15,00
034,00+06,50
100,00+16,00
100,00+16,00

100,00+£14,00
300,00+22,00*
200,00+25,00
100,00+12,00

100,00+00,33
035,00£05,50

100,00+£00,80
100,00+£15,00
100,00+13,00
100,00+05,00

100,00+18,80
1600+400,00*
148,00£18,00
064,00+19,60

100,00+21,87
312,50+65,62*
312,50+75,00*
084,37+20,00

100,00+18,38
322,58+26,12*

100,00+08,80
043,00+11,00*
100,00+13,00
100,00+05,80

100,00+50,00
123,07+19,23
130,76+24,61
103,84+08,46

100,00+44,40
277,77+36,11*
277,77+18,80*
086,10+15,27

100,00+46,00
100,00+01,00

100,03+08,72
175,89+06,95*
137,96+05,29*
177,28+21,47*

099,97+05,39
070,74+09,70*
075,18+13,14

094,72+10,07

100,00+05,29
070,10+15,49
069,76x09,99*
078,01+03,77*

099,97+05,25
106,53+03,26

100,00+12,47
076,15+06,15
079,00+14,75
093,99+03,73

100,00+04,94
090,65+09,35
087,68+04,75
110,14+07,79

100,03+15,73
052,57+21,11*
051,80+03,84*
081,73+03,66

100,00+04,50
106,53+03,26*

GGT (IU/mg)
Hembras Machos
0,19+0,04  0,07+0,03
0,18+0,05 0,12+0,00
0,30+0,04  0,00+0,00
0,10+0,02  0,30+0,04*
2,11+0,93  0,07+0,03
0,00+0,00* 1,12+0,00*
0,00+0,00* 0,25+0,04
0,00+0,00*  0,29+0,20
0,07+0,02  0,20+0,03
0,09+0,01  0,17#0,00
0,01+0,01* 0,12+0,01
0,00+0,00* 0,23+0,12
0,09+0,02  0,15+0,02
0,09+0,01 0,16%0,04
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LG

IP
Cerebelo
C

AQB

LG

250,00+50,00*
100,00+12,50

100,00+08,70
100,00+03,80
100,00+06,40
100,00+£18,00

300,00+39,00*
046,00£00,78

100,00+08,40
100,00+01,50
300,00+28,00*
200,00+32,00*

1240,3+54,83*
695,16+100,0

100,00+04,54
227,27+88,63
227,27+59,09
227,27+52,27

100,00+39,00
100,00+07,80

100,00+12,00
100,00+14,00
100,00+07,00
100,00+09,50

077,16x01,80*
105,44+19,26

100,04+15,36
080,07+15,24
121,59+14,50
080,07+15,24

077,16+01,80
105,44+19,26

099,95+£16,21
084,56+32,27
106,48+30,56
107,57+09,22

0,02+0,00*
0,04+0,01*

0,00+0,00
0,03+0,01
0,00+0,00
0,14+0,05*

0,09+0,02
0,00+0,00*

0,00+0,00
0,19+0,07
0,09+0,01
0,07+0,01

Resultados (Media * EE) expresados como porcentajes (%) del grupo control (PA, PL, SO) y como IU/mg (GGT). Tratamiento: 100 mg/Kg/Dia de extractos. C: control; LG: Lantana grisebachii; AQB:

Aspidosperma quebracho-blanco; IP: llex paraguariensis. * p<0,05.
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Perfil de AG encefalicos

Los AG fueron analizados por cromatografia de gases, analizados agrupados en familias
(Tabla 6; ver seccién 2.2) e individualmente (Tabla 7).

Se hallaron pequefias variaciones, sin significancia, en relaciéon a los valores lipidicos
hallados en el grupo Cy aquellos que resultaron significativos fueron valores inferiores a C.
En este sentido se hallé una disminucidn de los AG saturados en el tratamiento con AQB e
IP para ambos sexos, mientras que los valores registrados en hembras tratadas con LG
fueron mayores y en machos similares al grupo C. Los AG w-3 aumentan en ratones de
ambos sexos tratados con LG y AQB, mientras que disminuyd la concentracidn de estos AG
en hembras tratadas con IP y aumentd en machos con este extracto. La cantidad de AG w-
6, por otro lado, aumentd con los tratamientos de AQB e IP en hembras y disminuyd en
aquellas tratadas con LG, mientras que en machos que recibieron AQB e IP aumentaron y
con LG disminuyeron, en relacién al grupo C. Los AG w-7 disminuyeron en ratones de ambos
sexos tratados con LG y AQB, y aumentaron en hembras y marcadamente en machos
tratados con IP en relacién a la cantidad presente en el grupo C. Por uUltimo, las cantidades
de AG w-9 disminuyeron en todos los ratones tratados con los extractos vegetales en
relacion al grupo C (Tabla 6).

En el andlisis individual de cada AG identificado, se hallaron diferencias significativas en los
AG: 4cido y-linolénico (18:3 w-6) y acido araquidico (20:0) en hembras tratadas con los cada
fitoextractos y 4cido linoleico (18:2) en machos tratados con IP en relacién al grupo C
(p<0,05).

A su vez, teniendo en cuenta el efecto de los fitoextractos en el ensayo in vitro, se observa
una elevada concentracion del acido palmitoleico (16:1; w-7) en machos que recibieron IP
(Norm. area 8,23 %) con respecto al grupo C (Norm. 4rea 1,84 %), aunque no se observo

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (Tabla 7).
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos de cerebro de ratones Balb/c tratados con extractos
vegetales, agrupados en familias

Hembras Machos

Control Media EE Media EE

AG saturados 28,52 1,73 31,58 2,69
AG w-3 17,39 7,41 15,78 9,07
AG w-6 20,31 0,52 20,87 1,08
AG w-7 0,45 0,41 1,84 1,64
AG w-9 17,14 0,21 16,92 1,92

LG

AG saturados 35,82 2,86 28,46 1,83
AG w-3 19,73 9,22 18,76 8,3
AG w-6 8,45 2,73 22,03 0,7
AG w-7 0,46 0,1 0,55 0,17
AG w-9 14,01 3,38 14,77 2,1

AQB

AG saturados 26,63 6,28 30,87 1,19
AG w-3 19,68 10,94 19,87 12,63
AG w-6 21,78 2,82 13,76 5,5
AG w-7 0,39 0,24 0,17 0,03
AG w-9 13,64 2,62 15,83 2,72

IP

AG saturados 23,59 6,18 25,51 4,41
AG w-3 15,48 6,33 20,49 12,02
AG w-6 25,02 3,85 14,65 8,86
AG w-7 0,79 0 8,23 7,88
AG w-9 11,58 2,58 15,78 4,5

Resultados (Media * EE) agrupados en familias de AG, expresados en porcentaje (%). C: control; LG: L. grisebachii; AQB: A. quebracho-

blanco; IP: I. paraguariensis.
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos de cerebro de ratones Balb/c tratados con extractos vegetales

AG

14:0
14:1
16:0
16:1
18:0
18:1
18:2
18:3n3
18:3n6
20:0
20:1
20:1n9
20:2
20:3n3
20:4n6
20:5n3
22:1n9
22:2
22:5
22:6
24:0
24:1

Control LG AQB IP
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE | Media EE Media EE Media EE
0,31 0,10 | 0,06 0,01 0,11 0,01 | 0,13 0,00 0,27 0,13 | 0,43 0,13 0,13 0,02 0,40 0,14
0,36 0,16 | 0,14 0,07 0,13 0,00 | 0,10 0,00 0,20 0,16 | 0,68 0,48 0,48 0,17 3,22 3,05
17,05 1,01 18,17 0,11 21,47 083 | 17,85 0,51 15,76 2,67 | 18,20 0,35 17,29 1,00 15,77 1,93
0,45 0,41 1,84 1,64 0,46 0,10 | 0,55 0,17 0,39 0,24 | 0,17 0,03 0,79 0,00 8,23 7,88
10,05 0,48 | 10,78 1,24 | 11,31 0,48 | 8,49 0,24 7,16 1,03 | 8,86 0,47 5,13 4,89 7,16 0,89
11,78 0,02 | 11,16 0,36 | 11,60 1,34 | 1005 1,79| 9,18 0,12 | 12,70 0,02 | 9,23 0,72 | 825 2,92
4,97 0,00 | 4,72 0,11 0,71 0,64 | 514 0,05 5,35 0,53 | 4,87 0,07 7,88 3,35 | 4,22* 0,1
1,94 0,11 1,05 1,00 1,44* 0,17 | 2,12 0,00 | 1,555* 1,46 | 1,07 0,99 2,08* 0,01 2,17 0,00
0,02 0,00 | 0,00 0,00 0,08 0,00 | 0,00 0,00 1,12 0,00 | 0,00 0,00 0,46 0,19 0,00 0,00
0,05 0,00 | 0,10 0,05| 0,00 o000 | 099 094)| 0,00* 0,00 1,89 0,00 | 0,00* 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1,89 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,44 0,32 | 0,9 0,00 0,98 059 | 086 0,14 3,81 198 | 1,10 0,11 1,09 0,32 1,28 0,21
0,08 0,01 | 0,05 0,00 0,52 0,36 | 0,58 0,00 0,59 0,47 | 0,29 0,00 1,21 0,00 1,26 1,18
3,93 0,04 | 294 0,64 5,27 0,00 | 4,22 0,32 4,66 1,51 | 8,66 5,52 2,71 0,17 8,35 6,22
15,24 0,51 16,1 0,97 7,14 1,73 | 16,31 0,65 14,72 1,82 8,60 5,43 15,47 0,31 9,17 7,58
3,82 0,06 | 4,03 0,11 3,96 0,31 | 4,08 0,09 6,91 1,97 | 3,85 0,07 4,46 0,18 3,92 0,76
0,12 0,00 | 0,04 0,00 0,33 0,00 | 0,00 0,00 1,92 0,00 | 0,00 0,00 0,11 0,01 0,63 0,00
0,00 0,00 | 0,15 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,66 3,57 3,68 3,65 3,93 3,88 | 3,73 3,62 3,23 2,70 | 2,96 2,88 2,96 2,88 3,32 2,74
4,04 3,63 | 4,08 @ 3,67 5,13 486 | 4,61 4,27 3,33 3,30 | 3,33 3,17 3,27 3,09 2,73 2,30
1,06 0,14 2,47 1,28 2,93 1,54 1,00 0,14 3,44 2,45 1,49 0,24 1,04 0,27 2,18 1,45
5,24 0,19 3,83 1,56 2,08 2,04 | 4,72 0,31 2,54 2,50 | 3,13 2,70 2,24 1,85 6,90 1,58

Resultados (Media * EE) expresados como porcentajes (%) de Norm. de Area. C: control; LG: L. grisebachii; AQB: A. quebracho-blanco; \P: I. paraguariensis (*p<0,05).
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3.5. Bioactividad in vivo del extracto de llex paraguariensis en un modelo oncolégico
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos in vitro e in vivo con ratones
sanos, se realizé el ensayo 2 (ver seccidn 2.3). Para conocer el efecto neuroinmune del
consumo de IP en ratones inoculados con LAC-1 (cdncer de pulmdn), se determinaron FTy
PL en cerebro (telencéfalo y diencéfalo), la presencia de compuestos fendlicos por HPLC-
UV, la concentracion de IL-6 y de TNFa en cerebro y, por ultimo, se analizé la histologia de

telencéfalo de ratones tratados con IP y del grupo C.

Determinacion de compuestos bioactivos y marcadores redox

Fenoles totales

En telencéfalo y diencéfalo, ambos tratamientos con IP aumentan la concentracién de FT

en relacion al C, sin ser diferencias estadisticamente significativas (Figura 15).
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Figura 15. Fenoles totales en telencéfalo y diencéfalo de ratones Balb/c con
adenocarcinoma de pulmdén que recibieron por via oral extracto de llex paraguariensis.

Fenoles totales expresados en pug EAG/g de tejido. C: control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP;
IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. * p<0,05.

Perdxidos lipidicos

No se observaron variaciones considerables en cerebro en relacion al grupo C (Figura 16).
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Figura 16. Peroxidos lipidicos en telencéfalo y diencéfalo de ratones Balb/c con
adenocarcinoma de pulmdn que recibieron por via oral extracto de llex paraguariensis.
Perdxidos lipidicos expresados en porcentaje (%) en relacion al grupo control. C: control;
IP50: 50 mg/Kg/dia de IP; IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. * p<0,05.

Concentracion de IL-6 y TNFa

En telencéfalo, la concentracién de IL-6 disminuyd en IP50 (30%) y aumentd en IP100 (23%)
con respecto al C (p <0,05). En diencéfalo, tanto IP50 como IP100 dieron como resultado
concentraciones de IL-6 menores al grupo C (9% y 29%, respectivamente, p<0,05),
reveldndose una respuesta dependiente de la dosis (Figura 17). Por otro lado, las
concentraciones de IL-6 en sangre de ratones tratados con IP fueron menores, pero sin ser
estadisticamente significativa con respecto al grupo C (Figura 18).

Por ultimo, la concentracion de FNTa fue menor en cerebro de ratones tratados con IP, sin

significancia con respecto al C (Figura 19).
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Figura 17. Concentracién de IL-6 en cerebro de ratones Balb/c con adenocarcinoma de
pulmén tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP;

IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. Resultados expresados en pg/g de tejido. *p<0,05.
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Figura 18. Concentracién de IL-6 en sangre de ratones Balb/c con adenocarcinoma de
pulmoén tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP;

IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. Resultados expresados en pg/ml.
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Figura 19. Concentracién de TNFa en cerebro de ratones Balb/c con adenocarcinoma de
pulmén tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP;
IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. Resultados expresados en pg/g de tejido.

Histologia cerebral

El analisis macroscépico del cerebro fue normal. No se identificaron células metastasicas.
El andlisis histolégico de cortes de telencéfalo tefiidos por el método Kliver Barrera, reveld
fibras de proyecciéon de materia blanca dentro de este érgano con diferentes grados de
mielinizacidn entre los grupos experimentales. El grupo IP50 e IP100 mostraron mayor
cantidad de mielina tefida con luxol en relacion al grupo C (p <0,05). Ademas, el cerebro
del grupo C mostré un bajo contraste de tincidon entre la materia gris y blanca, en
concordante con la desmielinizaciéon (Figura 20 y 21). A su vez, las microfotografias
muestran una mejora en la tincion y la citologia de violeta de cresilo al aumentar las dosis
de IP (indicado con rectangulo), mientras que la retraccidn celular se encuentra en ausencia
de tratamiento: grupo control (indicado con dvalo) (Figura 21).

Por otro lado, cortes te telencéfalo fueron tefiidos con Hematoxilina/Eosina (H/E) y varios
campos microscopicos de la materia gris del cerebro se evaluaron a 400X. Se encontrd un

numero creciente de células en ratones tratados con IP50 e IP100 con respecto al C (p<0,05)
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(Figura 22). Ademds, los ratones con ambos tratamientos, pero principalmente IP100,
presentaron mejores caracteristicas citoldgicas neuronales en cerebros tefiidos (Figura 23).
Por otro lado, las microfotografias muestran una disminucién progresiva del porcentaje (%)
de células picndticas con respecto a las células totales al aumentar las dosis de IP (indicadas
con flechas, Figura 24).

Por ultimo, los hallazgos se asociaron con menos células apoptdéticas en ratones tratados
con ambas dosis de IP (C = 100%, IP50 = 79% e IP100 = 83%) (Figura 25), caracterizadas por

nucleos condensados en cerebros tefiidos con Hoechst (Figura 26).
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Figura 20. Mielinizacién en telencéfalo de ratones Balb/c con adenocarcinoma de pulmén
tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP; IP100:
100 mg/Kg/dia de IP. Resultados expresados en porcentaje (%) con respecto al grupo
control. *p<0,05.
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Figura 21. Neuronas de la corteza, teflidas con método Kliver Barrera (violeta de
cresilo/luxol fast blue) a 400X, de ratones Balb/c machos con adenocarcinoma de pulmén
tratados por via oral durante 21 dias con 50 o 100 mg/kg/dia de extracto de llex

paraguariensis y grupo control sin tratamiento.
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Figura 22. Numero de células y porcentaje de area en telencéfalo de ratones Balb/c con
adenocarcinoma de pulmdn tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50:

50 mg/Kg/dia de IP; IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. *p<0,05.
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Figura 23. Células de materia gris de ratones Balb/c machos con adenocarcinoma de pulmén
tratados con extracto de llex paraguariensis. C: control; IP 50: 50 mg/Kg/dia de IP; IP 100:
100 mg/kg/dia de IP. Microfotografias representativas con tincién H/E a 400X. Media * EE,
cuantificada usando el software Fiji Imagel v 1.51.

50 mg/Kg/dia de extracto de llex paraguariensis 100 mg/Kg/dia de extracto de Ilex paraguariensis

Figura 24. Células picnéticas en la corteza tefiidas con H/E. Analizadas a 400x de ratones
Balb/c machos con adenocarcinoma de pulmdn tratados por via oral durante 21 dias con 50
0 100 mg/Kg/dia de extracto de llex paraguariensis y grupo control sin tratamiento. Picnosis
identificada con flechas.
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Figura 25. Numero de células y porcentaje de area en telencéfalo de ratones Balb/c con
adenocarcinoma de pulmdn tratados por via oral con llex paraguariensis. C: control; IP50:
50 mg/Kg/dia de IP; IP100: 100 mg/Kg/dia de IP. *p<0,05.
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Figura 26. Microfotografias representativas de telencéfalo en ratones Balb/c machos con
adenocarcinoma de pulmdn tratados con extracto de llex paraguariensis. C: control; IP 50:
50 mg/Kg/dia de IP; IP 100: 100 mg/kg/dia de IP. Microfotografias representativas con
tincidon de Hoechst a 400X. Resultados expresados en porcentajes (%) con respecto al grupo
C. Media * EE, cuantificada usando el software Fiji Imagel) v 1.51.

3.6. Fitoquimica de cerebros analizados por HPLC
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En la Figura 24 se observan los tiempos de retencidn de los estdndares utilizados para
identificar compuestos fendlicos en tejido cerebral de ratones Balb/c machos con
adenocarcinoma de pulmoén tratados por via oral durante 21 dias con ambas dosis de llex
paraguariensis. También se analizé higado (principal 6rgano metabdlico de fenoles) y
tumor, para conocer la distribucidon y biodisponibilidad de estos compuestos en los tejidos.
Los compuestos fendlicos identificados en cerebro (telencéfalo y diencéfalo) fueron acido
clorogénico (AC) y quercetina (QC), detectados a los 7,17 y 29,28 minutos, respectivamente
(Figuras 27, 28 y Tabla 8) (Anexo 2). Otros compuestos fendlicos, como dacido galico,
cumarico, cafeico y ferulico, no se incluyeron en resultados ya que se detectaron en
cantidades trazas.

El tratamiento con IP50 dio como resultado un aumento significativo de AC en telencéfalo,
diencéfalo y tumor, mientras que no se detectd QC. Después del tratamiento con IP100, AC
aumentd aun mas en telencéfalo, diencéfalo, tumor e higado (p<0,05) y los niveles QC
aumentaron en el diencéfalo y en higado. No se detectaron compuestos en el grupo de C
(Tabla 8).

Los ratones portadores de LAC-1 mostraron concentraciones IP dependientes de la dosis de
ambos compuestos fendlicos en los sitios estudiados, donde la concentracion de AC fue mas
alta que la concentracién de QC. Ademas, el AC exhibid una distribucion tisular diferencial
con una mayor concentracidon principalmente en el telencéfalo, pero también en el
diencéfalo, el higado y el tumor, mientras que la QC se distribuyd principalmente en el

diencéfalo (tabla 8).
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Figura 27. Estandares puros utilizados para identificar y cuantificar compuestos fenélicos en
tejidos murinos. A: dcido gdlico; B: dcido clorogénico; C: acido cafeico; D: 4cido cumarico; E:
acido ferulico; F: quercetina. Espectro UV: 260, 280, 306, 320 nm.

Tabla 8. Compuestos fendlicos identificados en tejidos de ratones Balb/c machos con
adenocarcinoma de pulmén tratados por via oral con extracto de llex paraguariensis.

Acido clorogénico Quercetina
(320 nm HPLC-UV)
(280 nm HPLC-UV)
Telencéfalo
Control Nd Nd
IP50 0,22+0,11* Nd
IP100 1,01+0,15* Nd
Diencéfalo
Control Nd Nd
IP50 0,07+0,00* Nd
IP100 0,24+0,00* 0,02+0,00*
Higado
Control Nd Nd
IP50 Nd Nd
IP100 0,09+0,05 0,01+0,01
Tumor
Control Nd Nd
IP50 0,0510,02 Nd
IP100 0,20+0.03* Nd
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C: Control; IP50: 50 mg/Kg/dia de IP; IP100: 100 mg/kg/dia de IP. Nd: no detectado; *p<0.05.
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Figura 28. Acido clorogénico (Rt = 7,17 min, HPLC-UV 280 nm) en ratones Balb/c machos
con adenocarcinoma de pulmén. Telencéfalo (A), diencéfalo (B), tumor (C) e higado (D)
tratados por via oral con extracto de IP. Figura a: IP50 (50 mg/Kg/dia de IP); Figura b: IP100
(100 mg/Kg/dia de IP).
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Figura 29. Quercetina (Rt = 29,28 min, HPLC-UV 320 nm) en ratones Balb/c machos con
adenocarcinoma de pulmdn. Diencéfalo (A) e Higado (B) tratados por via oral con extracto
de IP. IP 100: 100 mg/Kg/dia de IP. A: diencéfalo; B: higado.
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Capitulo 4 Discusion

Los distintos objetivos de esta tesis doctoral respondieron a la hipétesis planteada acerca
de la capacidad neuroprotectora de los extractos de plantas autéctonas ingeridos en forma
de infusion en ratones. Los principales fitoquimicos estudiados fueron los polifenoles, ya
que numerosos estudios avalan su accidn neuroprotectora en distintos disefios
experimentales in vitro e in vivo (Vauzour, 2012; Spencer et al, 2008).

En primer lugar, se estudid y caracterizd cada planta seleccionada para conocer su
composicion fendlica por HPLC-DAD-MS. Se identificaron numerosos compuestos fendlicos
en extractos de tres plantas sudamericanas: Lantana Grisebachii (LG), Aspidosperma
quebracho blanco (AQB) e llex paraguariensis (IP). Tratamientos de distintas dosis de
extractos se analizaron en cultivos de dos lineas celulares (C6 murino y T98-G humano).
Estas células se eligieron dado que la glia juega un papel clave en la neuroinflamacidn
mediada por IL-6, que estd implicada en la respuesta al glioma (Ferreres et al, 2014).

En cuanto a la composicidn fitoquimica, se identificaron veintiun (21) compuestos en LG,
donde cerca del cincuenta por ciento (50%) fueron identificados como iridoides,
principalmente tevesido y dihidrotevesido. Los iridoides agrupan una serie de
monoterpenos biciclicos (C10) derivados biosintéticamente del monoterpeno geraniol que
se encuentran generalmente en forma de heterdsidos, y mayoritariamente como
glucdsidos, reconocidos por su actividad antitumoral y antiinflamatoria (Lopez-Carreras et
al, 2012). Ademas, el extracto fue una fuente de derivados geniposidicos, que se han
descrito en diferentes familias taxondmicas (Xu et al, 2014). La deteccion de isdmeros de
verbascdsidos, otro compuesto principal de LG, ya fue descripto en el perfil fitoquimico de
la familia Verbenaceae (Julido et al, 2010). De este modo, la caracterizacion realizada
permitio profundizar el conocimiento del género, dado que la literatura cientifica a menudo
hace referencia a los lantadenos, principales compuestos de Lantana camara p. (Grace-Lynn
et al, 2012). En cuanto al efecto hallado de este extracto sobre las lineas celulares, los
compuestos de LG no modificaron la liberacién de IL-6. Sin embargo, se ha reportado que

algunos iridoides reducen las respuestas inflamatorias (Park et al, 2010). No obstante, se
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relacionaron positivamente con el contenido celular de acidos grasos poliinsaturados. No
se hallaron estudios cientificos que muestren el efecto de este extracto sobre el perfil de
acidos grasos.

Por otro lado, treinta y uno (31) fueron los compuestos identificados en AQB, los cuales
fueron mayoritariamente derivados del acido hidroxibenzoico, principalmente gentisoil-
dihexdsido y gentisoil-hexdsido. También se determinaron diferentes flavonoides, como
isorhamnetina-glicésido y derivados del acido cafeoil-quinico como 1-cafeoil-quinico. Estos
resultados son originales ya que las investigaciones previas generalmente se centraron en
los alcaloides de este tipo de plantas (Layne et al, 2015). Se identificé el acido galico,
ampliamente distribuido en Plantae vy, el principal aporte fue la identificacién de otros
compuestos menos frecuentes como el dcido trihidroxiftalico, identificados anteriormente
en otras familias de plantas (Barrajén-Cataldn et al, 2011; Ezuruike et al, 2014). Por lo tanto,
el perfil fitoquimico de AQB se amplié con este trabajo. Otros compuestos identificados en
menor cantidad estaban de acuerdo con el perfil fitoquimico de Apocynaceae (Ezuruike et
al, 2014), uno de ellos fue la isorhamnetina. Este compuesto exhibe potencial
antiinflamatorio (Antunes-Ricardo et al, 2015), sin embargo, este extracto promovid la
liberacion de IL-6 en nuestro trabajo. Por otro lado, no hay antecedentes bibliograficos en
cuanto al papel de los principales compuestos AQB en la neuroinflamacion.

En el caso de IP, la infusién mostré mayor concentracidn de polifenoles totales por litro de
infusion, en relacion a las otras dos plantas estudiadas (IP> LG> AQB). IP presentd veintitrés
(23) compuestos identificables, incluidos varios derivados de acido cafeoil-quinico. Aunque
las moléculas de esta planta se han identificado previamente (Bracesco et al, 2011;
Puangpraphant et al, 2011), el trabajo actual encontré un contenido notable de acido
clorogénico (=24% del total de compuestos fendlicos identificados). La reduccién de la
liberacion de IL-6 después de la exposicién a estos acidos fendlicos (en sus formas: 1-
caffeoil-quinico, 5-caffeoil-quinico y 1,3-caffeoil-quinico) fue de acuerdo con su actividad
antiinflamatoria reportada en otros estudios (Puangpraphant et al, 2011; Vera et al, 2013).
A su vez, los efectos de los compuestos de IP se asociaron principalmente con el aumento

de la familia de grasas w-7, representada por el acido palmitoleico. Por lo tanto, confirmoé
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el efecto antiinflamatorio de este acido graso sobre las células gliales, incluida la reduccién
de IL-6 y otros mediadores inflamatorios que se encuentran en otras células (Chan et al,
2015; Macrae et al, 2013). Esto indicé un papel regulador de los acidos fendlicos sobre el
metabolismo de los lipidos gliales (es decir, el acido clorogénico podria regular por
incremento de la estearoil-CoA desaturasa, que cataliza la conversién de acidos grasos
saturados en monoinsaturados). Esto proporciona una nueva percepcion de un acido graso
poco conocido y su papel como objetivo de los agentes neuroinmunomoduladores.
Ademas, el acido palmitoleico, AG de la familia w-7, se hallé notablemente potenciado en
el cerebro murino por la infusion IP (Levin et al, 2017; Suzuki et al, 2012).

Por ultimo, en cuanto a la viabilidad celular, las tres dosis empleadas (50, 100 y 200 pg/mL)
de los extractos estudiados (LG, AQB e IP) resultaron citoprotectores de las células
tumorales humanas de glioblastoma T98-G. Del mismo modo, estudios realizados con otros
extractos mostraron el mismo efecto protector sobre células del SNC (Zamin et al, 2013;
Abib et al, 2010).

Para el estudio del efecto neuroprotector de los fitoextractos, se realizd un ensayo in vivo
con ratones Balb/c sanos de ambos sexos, luego de la ingesta de infusién de LG, AQB o IP
en una Unica dosis de 100 mg/Kg/dia y un grupo control (C) que recibiéd agua sin
tratamiento. Se determinaron biomarcadores redox como fenoles totales, peroxidaciény la
enzima GGT. Se determind el perfil lipidico, dada la susceptibilidad del tejido nervioso a
lipoperoxidacién. Se hallaron grandes variaciones en el estado redox de las distintas
regiones encefalicas estudiadas de ratones que consumieron durante 30 dias estas
infusiones. Las regiones encefdlicas fueron cerebro (telencéfalo y diencéfalo), mesencéfalo,
cerebelo y tallo encefélico. En primer lugar, los resultados arrojados tras el consumo de IP
muestran una cadena de reacciones que comienza con valores elevados de superdxido (SO)
actuando como precursor de peroxidos acuosos y lipidicos observados en cerebelo y
cerebro de ratones de ambos sexos, afectando en menor medida el telencéfalo, y
previniendo asi esta oxidacidn a nivel subcortical. Esta susceptibilidad redox de la corteza
cerebral ya ha sido estudiada previamente en otras investigaciones con fitoextractos

(Haque et al, 2007). También, la actividad de GGT respondié a estos cambios confirmando
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la respuesta al estrés celular (Quiroga et al, 2010). Por otro lado, se hallé una concentraciéon
de fenoles totales elevada en el telencéfalo de machos. Esto puede ser debido a su
biodisponibilidad sistémica (Canalis et al, 2014), lo cual favorece su pasaje a través de la
barrera hematoencefdlica (Vauzour et al, 2010; Vasilopoulou et al, 2013). Esto es avalado
por otros estudios que demuestran la capacidad de los fenoles derivados de infusiones de
alojarse en el SNC luego de su ingesta oral (Andrade et al, 2012). Asi, los compuestos
presentes en IP, podrian resultar excitantes de la barrera hematoencefalica, principalmente
en machos, donde se observé mayor concentracion de fenoles totales encefdlicos con este
extracto y mejor distribucién cuando se analizaron las regiones individualmente
(telencéfalo, tallo encefalico y cerebelo).

También la diferencia en la concentracién de fenoles asociada al sexo se observé en
telencéfalo y tallo encefdlico de los ratones tratados con LG mostrando un disbalance en
ambos casos: siendo deficientes en hembras y acumulados en machos, lo cual podria causar
en ambos casos las alteraciones redox (Samsel et al, 2013). Dado que la biodisponibilidad
oral y el perfil fitoquimico fueron los mismos para ambos sexos, se infirié que los procesos
de transporte activo se diferenciaban entre machos (afluencia) y hembras (flujo de salida),
sin conocerse los mecanismos especificos. Sin embargo, la inhibicién de la GGT encefalica
en las hembras podria estar involucrada. Esta enzima es un marcador estructural y funcional
de la barrera hematoencefdlica (Kido et al, 2010; Vandenhaute et al, 2011) ya que
promueve la permeabilidad de la barrera y los flujos de agua (Welbourne et al, 1982), clave
para los compuestos derivados de infusiones. Asi, su menor actividad catalitica,
generalmente observada en hembras, podria explicar la menor concentracidon de fenoles
encontrados. Ademads, se conoce que el consumo de LG promueve la inhibicidon de GGT en
ratas (Ramos Elizagaray, 2013). En conclusion, la ingesta del extracto de esta planta fue
asociada con un estado oxidativo general del SNC, lo cual es coincidente con resultados
previos (Ramos Elizagaray, 2013).

El tratamiento con AQB indujo una redistribucién fenélica en encéfalo de hembras que se
refleja en aumentos subcorticales (cerebro, mesencéfalo y tallo encefalico), lo cual estuvo

relacionado con la produccidn de perdxidos (Samsel et al, 2013). Por otra parte, las hembras
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mostraron un efecto oxidante residual en telencéfalo, mientras que los machos
respondieron a este extracto, en menor medida, con desequilibrio redox sdlo
mesencefalico. Las caracteristicas farmacocinéticas de los fenoles relacionadas con el sexo
pueden explicar su aumento en encéfalo femenino con respecto a los machos (Li et al,
2012).

Dada la composicién lipidica del tejido encefdlico, las modificaciones oxidativas de los
lipidos causadas por las especies reactivas de oxigeno juegan un rol fundamental en las
patologias crdnicas como las neurodegenerativas y neuroinflamatorias. En este sentido, en
las regiones encefdlicas de ratones tratados con los fitoextractos se hallaron pequefas
variaciones sin significancia en relacién a los valores lipidicos hallados en el grupo C, siendo
IP el fitoextracto que mostré mayor concentracién de AG anti-inflamatorios. Estos
resultados fueron registrados en el ensayo in vitro realizado (Cittadini et al, 2018) y avalado
por otros estudios in vivo donde sugieren que tratamientos con IP conservan la
concentracion de AG insaturados y los protege de la oxidacidn, principalmente a nivel
hepatico (Martins et al, 2009).

A partir de los resultados obtenidos, se realizé un segundo ensayo in vivo, con ratones
Balb/c machos que fueron inoculados con células LAC-1 de adenocarcinoma de pulmén y
tratados durante 21 dias con extracto de IP (dosis 50 o 100 mg/Kg/dia) por via oral. Los
resultados alcanzados muestran las variaciones de pardmetros oxidativos e inflamatorios
en las regiones encefalicas de ratones tratados en comparacion a aquellos que no recibieron
tratamiento (grupo control).

Al igual que el ensayo anterior, se observan fenoles totales aumentados en telencéfalo de
ratones tratados con IP, que se debe a su biodisponibilidad sistémica (Canalis et al, 2014),
avalado por la respuesta lipofilica de los fenoles para atravesar la barrera hematoencefalica
(Vauzour et al, 2010; Vasilopoulou et al, 2013). Estos valores se observan también en
diencéfalo, principalmente con las dosis mayores de tratamiento administradas, resultados
avalados por Andrade et al, que describe la capacidad de los compuestos fendlicos de llegar

al cerebro luego de la ingesta oral (Andrade et al, 2012).
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Por otra parte, se observaron variaciones en las concentraciones de perdxidos lipidicos en
telencéfalo y diencéfalo con respecto al C. Estos resultados, asociados a la concentracion
de fenoles observadas en las regiones encefdlicas, no responden a la accidn antioxidante de
estos compuestos que se observd en ensayos in vivo con ratones sanos (Cittadini et al,
2015), donde los fenoles actuaron como compuestos preventivos de procesos oxidativos a
nivel subcortical (Carmo et al, 2013; Gonzdlez de Mejia et al, 2010; Hisanaga et al, 2014) y
neutralizando la susceptibilidad redox de la corteza cerebral que ha sido reportada por
Haque et al, luego de la exposicion a fitoextractos (Haque et al, 2007).

En cuanto al estudio histopatolégico, se analizaron cortes de telencéfalo con distintos
métodos de tincién para conocer el efecto de IP en integridad celular encefédlica. Dado que
este tipo de tumores (pulmodn) presenta porcentajes importantes de complicaciones
secundarias en SNC (Mayoral Chavez et al, 2004), como desarrollo de metastasis, se
estudiaron células metastdsicas en telencéfalo. Sin embargo, no se ha observado proceso
metastdsico en la region encefdlica estudiada. Esto puede deberse al poco tiempo de
evolucidn del tumor, ya que los ratones fueron sacrificados a los 21 dias de ser inoculados,
donde el deterioro del estado general de animal y el tamafio del tumor alcanzaron las
condiciones éticas establecidas en estos disefios experimentales. A su vez, se han observado
aumentos de la microglia y algunas figuras neuronales alteradas en los ratones tratados que
podrian dar cuenta de un proceso inflamatorio incipiente, el cual estd relacionado
directamente con el proceso neoplasico primario y secundario (Strassman et al, 1996;
Rosatto et al, 2013). Asi mismo, en el analisis histopatolégico, se encontré una reduccién
de la mielina cerebral en ratones con LAC-1, principalmente los que no recibieron
tratamiento, lo que puede considerarse un dafio neurolégico mediado por inflamacién
inducido por cédncer de pulmén (Jurado-Gamez et al, 2001; Heinemann et al, 2008).
Posteriormente, el principal efecto neuroprotector de IP determinado por la investigacién
actual fue la prevencién de la desmielinizacidn, con la correspondiente reduccién de IL-6 en
el cerebro, principalmente en diencéfalo. Con respecto a esto, IL-6 es una citoquina
proinflamatoria con efectos daninos sobre la sustancia blanca (Kim et al, 2015). Ademas,

esta interleuquina es liberada por la glia, por lo que el tejido cerebral puede
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autoalimentarse después de un dafio, como es la respuesta paraneoplasica (Kim et al, 2015;
Ye et al, 2017). La reduccidn significativa de IL-6 por IP en el cerebro (en diencéfalo con
ambos tratamientos y en telencéfalo con IP50), pero no en la sangre, lo confirma.

La actividad antiinflamatoria de IP esta respaldada por sus compuestos bioactivos, como los
polifenoles y otros antioxidantes (Cittadini et al, 2018; Bracesco et al, 2011; Heck et al, 2007;
Gollucke et al, 2013). No obstante, los niveles cerebrales de estos compuestos y los
peréxidos lipidicos (marcadores de estrés oxidativo) no se modificaron significativamente,
aungue estos efectos si se observaron en ratones sanos que consumieron IP (Cittadini et al,
2015). Si bien los ratones con adenocarcinoma de pulmdén no muestran cambios de las
moléculas redox activas como perdxidos lipidicos y compuestos fendlicos en érganos como
higado, rifién e incluso tumor después de la ingesta de IP, se observé un ligero aumento
fendlico en cerebro que puede ser concordante con la llegada de compuestos fendlicos
especificos y sus metabolitos, debido al metabolismo previo, respuesta lipofilica y
selectividad de la barrera hematoencefalica (Scheepers et al, 2008; Andrade et al, 2012) en
ratones que recibieron ambas dosis de IP.

Por otro lado, El TNFa, al igual que la IL-6, es otra citoquina proinflamatoria, que también
contrarresta el crecimiento neopldsico (Kim et al, 2015; Ye et al, 2017). Responde a
mecanismos reguladores opuestos de acuerdo con diferentes condiciones, donde nuestro
trabajo muestra una disminucidn no significativa con respecto al C, aunque estudios previos
proponen IP como un inhibidor de esta citoquina (Gonzalez de Mejia et al, 2010; Bracesco
et al, 2011).

En este ensayo se observd que el extracto de IP suministré dos compuestos fenélicos: acido
clorogénico y quercetina, que se identificaron de forma dependiente de la dosis oral de IP
en diferentes sitios organicos de ratones portadores de LAC-1 después de la ingesta. De
acuerdo con el presente estudio, la investigacion farmacoldgica ha establecido que ambos
compuestos se metabolizan de manera altamente inducible, lo que explica su baja
permanencia en el higado. Esto se potencia por la capacidad de ambos compuestos de
cruzar la barrera hematoencefalica para llegar al cerebro (Andrade et al, 2012; Manach et

al, 2005). En relacion con esto, varias moléculas que son bioactivas in vitro son menos
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efectivas in vivo, porque no pueden cruzar este limite (De Oliveira et al, 2017). Otro factor
importante es que las regiones del cerebro pueden exhibir selectividad diferencial para
obtener compuestos fendlicos del torrente sanguineo (El Mohsen et al, 2002).

Estudios previos sugieren que IP es un buen candidato como fuente fendlica oral, ya que
sus polifenoles estan disponibles después de la digestion, lo que mejora la absorcion
intestinal (Albrecht et al, 2017). Los niveles de acido clorogénico y quercetina encontrados
en el cerebro pueden estar relacionados con las propiedades cinéticas (por ejemplo, el
cumplimiento de las reglas de Lipinski), la afinidad tisular y la estabilidad bioquimica del
liqguido cefalorraquideo y el microambiente encefalico, que esta altamente regulado por la
sangre, barrera cerebral y glia (De Oliveira et al, 2017; Kumar et al, 2018). El acido
clorogénico fue el principal compuesto encontrado después de la ingesta de IP, de acuerdo
con estudios previos que informaron su alta concentracion y predominio en este
fitoextracto (Cittadini et al, 2018; Albrecht et al, 2017). Ademas, este acido fendlico también
se observo en los tumores para ambas dosis de IP, lo que puede ser ventajoso dado su
potencial modulador del cdncer (Yamagata et al, 2018). En este sentido, los datos obtenidos
en este ensayo sugieren que los efectos reguladores redox estan presentes en diferentes
drganos de ratones portadores de LAC-1, y esto estd respaldado por la correlacion entre la
concentracion clorogénica y los compuestos fendlicos con capacidad antioxidante
observada en telencéfalo y diencéfalo.

Por otro lado, se sabe que las funciones diencefdlicas son cruciales para la integraciéon
organica y dependen de muchos factores, como la nutriciéon, la inmunidad y la
neurotransmision (Schreiner et al, 2017), y los compuestos fendlicos son capaces de regular
estas respuestas locales y sistémicas beneficiosas (Miranda et al, 2017). Los datos previos
han informado sobre los efectos de los derivados de IP sobre los ratones que portan LAC-1
contra la neuroinflamacién, la desmielinizacion y la caquexia (Cittadini y Repossi, 2016).
Aqui, el telencéfalo revelé niveles mas bajos de IL-6 con una respuesta bifasica (una
disminucion en el caso de IP50, y un aumento para IP100), que refleja el complejo papel
neurofisiologico y la regulacidn de esta citoquina. Ademas, IL-6 participa en la respuesta de

las neuronas maduras y las células gliales tanto en condiciones normales como patolégicas
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que involucran mecanismos moduladores neuromorfinicos y neuroinmunes (Erta et al,
2012). Las diferentes respuestas de diencéfalo y telencéfalo a IP se deben a la
heterogeneidad espacial del SNC (estructura, funcién y composicién celular). Esto confiere
una gran complejidad y multiples mecanismos con una predileccidon por los xenobidticos en
ciertos sistemas bioquimicos (Maurer y Philbert, 2015). De hecho, en diencéfalo también se
observd quercetina, una molécula antiinflamatoria (Ishisaka et al, 2014), que mejord la
reduccion de IL-6 después del tratamiento con IP. Ademas, la glia y las neuronas responden
de manera diferente a las moléculas fendlicas a diferentes dosis (Kapoor et al, 2006).

En el presente trabajo, también se observé que el cdncer de pulmdén induce la
neurodegeneracién en ratones (Kapoor et al, 2006), mientras que los cerebros tratados con
IP mostraron efectos neuroprotectores de este extracto observados por una mejora en el
recuento celular y la morfologia. En este sentido, el cadncer de pulmdn puede daiiar el tejido
nervioso e inducir la muerte celular durante su evolucién (Giglio et al, 2010), mientras que
los polifenoles tienen un potencial protector (Silva et al, 2017), ademas de la actividad
antiapoptoética del acido clorogénico reportada en la bibliografia (Anggreani et al, 2017).
Asi, esta neuroproteccion promovida por IP concuerda con otros resultados ya reportados

(Albrecht et al 2017; Cittadini et al, 2015 y 2018).
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Conclusiones

Como conclusiones generales, nuestros resultados mostraron que el extracto de IP
administrado por via oral condujo a una acumulacién cerebral de acido clorogénico y
quercetina en ratones portadores de adenocarcinoma de pulmén, de manera dosis
dependiente, donde ejercieron diferentes efectos neuroprotectores sobre el telencéfalo y
el diencéfalo, que llevd a aliviar el dafio neuroldgico relacionado con las complicaciones del
cancer, como la neuroinflamacién y la consiguiente desmielinizacion.

Desde el punto de vista nutricional, la importancia de este trabajo radica en que IP es una
planta ampliamente consumida por los sudamericanos, con un consumo creciente en todo
el mundo. Por lo tanto, su actividad neuroprotectora tiene un potencial de salud relevante
al mejorar los efectos nocivos del cancer, transferible al ambito sanitario con importantes
implicancias.

De esta manera, por los beneficios reconocidos de la utilizacidn de extractos vegetales en
la salud humana, y principalmente el consumo masivo de IP, resulta relevante profundizar
su estudio para conocer la concentracién adecuada y la biodisponibilidad de sus
fitoquimicos potencialmente protectores en el SNC, describir sus efectos antioxidantes y
anti-inflamatorios y, generar asi, nuevas estrategias nutricionales y quimiopreventivas a

partir de la ingesta de una planta de masivo y frecuente consumo en la poblacién argentina.
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Anexos

Anexo 1. Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba (afio 2013).

Anexo 2. Cromatogramas individuales de telencéfalo, diencéfalo, tumor e higado de ratones
tratados con 50 o 100 mg/Kg/dia de llex paraguariensis.

Anexo 3. Produccidn cientifica.
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adenocarcinoma-bearing male Balb/c mice. Nutrition and Cancer. Aceptado noviembre

2018.
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Buenos Aires, Argentina: Instituto Nacional del Cancer, Ministerio de Salud. pp. 84-92.

- Cittadini MC, Soria EA. (2015) Quimioprevencion del desarrollo neuro-oncoldgico por
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- Cittadini MC, Repossi G, Albrecht C, Di Paola R, Miranda AR, De Pascual-Teresa S, Soria EA.
Effects of Bioavailable Phenolic Compounds from llex paraguariensis on the Brain of Mice

with Lung Adenocarcinoma. Phytotherapy Research. Enviado junio 2018.

Publicaciones cientificas en colaboracion

- Albrecht C, Cittadini MC, Soria EA. Differential Organic Improvement and Redox Targeting
by Phytosupplementation with llex Paraguariensis A. St-Hil. Extract, 5-Caffeoylquinic Acid
and Quercetin on Murine Lung Adenocarcinoma. Journal of Dietary Supplements. Enviado

julio 2018.

- Albrecht C, Cittadini MC, Canalis AM, Guzmdan ML, Olivera ME, Soria EA. Bioavailability of
phenolic compounds and redox state of murine liver and kidney as sex-dependent

responses to phytoextracts. Rev Fac Cien Med Univ Nac Cordoba 2017; 74:338-44.

- Miranda AR, Cittadini MC, Albrecht C, Soria EA. Regional oxidative stress in encephalon of
female mice with polyphenolic exposure from tea extracts in oral overweight plant-based

treatment. Rev Fac Cien Med Univ Nac Cérdoba. 2017; 74:197-202.
- Canalis AM, Cittadini MC, Albrecht C, Soria EA. Sex-related redox effects of Aspidosperma
quebracho-blanco, Lantana grisebachii and llex paraguariensis on blood, thymus and spleen

of mice. Indian J Exp Biol. 2014; 52(9):882-9.

Presentaciones a Eventos Cientificos

Disertante en Eventos Cientificos

126



Cittadini MC. Efecto del consumo de Yerba Mate en Salud. Jornada de Actualizacion
Fonoaudioldgica. Secretaria de Graduados en Ciencias de la Salud. Cérdoba, Argentina,
octubre 2017.

Cittadini MC. Efecto neuroprotector de la yerba mate en oncologia experimental. IV

Jornada Cientifica “Yerba mate y salud”. Rosario, Argentina, agosto 2017.

Presentaciones Orales

Cittadini MC, Albrecht C, Miranda AR, Mazzuduli GM, Soria EA, Repossi G. Neuroprotective
effect of llex paraguariensis intake on brain myelin of lung adenocarcinoma-bearing male
Balb/c mice. VIl Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Cordoba,

Argentina. Octubre 2018.

Otras presentaciones

Cittadini MC, Repossi G, Albrecht C, Di Paola R, Miranda AR, De Pascual-Teresa S, Soria EA.
Neuroprotective Effects of Bioavailable Phenolic Compounds from llex paraguariensis on
the Brain of Mice with Lung Adenocarcinoma. VII Congreso Internacional de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos. Cordoba, Argentina, octubre 2018.

Cittadini MC, Garcia-Estévez |, Escribano-Bailon MT, Rivas-Gonzalo JC, Valentich MA,
Repossi G, Soria EA. “Effects of dietary phenolic compounds from South American plants on
fatty acid-mediated interleukin-6 release from mammalian glial cells”. IUNS 21st ICN

International Congress of Nutrition. Buenos Aires, octubre 2017.
Cittadini MC, Repossi G, Albrecht C, Soria EA. Efecto neuroprotector de la yerba mate en

oncologia experimental”. IV Jornada Cientifica “Yerba mate y salud”. Rosario, Argentina,

agosto 2017.

Cittadini MC, Albrecht C, Canalis AM, Valentich MA, Repossi G, Soria EA. Blood phenolics

levels as biomarkers of its concentration and bioactivity on central nervous system of mice

127



exposed to plant infusions. Oxygen Club of California World Congress, “Oxidants and

antioxidants in biology”. Espaiia, Valencia, junio 2015.

Cittadini MC, Repossi G, Soria EA. Phytoextract effects on lipids of murine telencephalon
and their redox implications. 3° Reunidn Internacional de Ciencias Farmacéuticas. Cérdoba,

Argentina, septiembre 2014.

Cittadini MC, Canalis AM, Albrecht C, Soria EA. “Sex-dependent changes in the level of
reactive species and phenols in brain regions of mice treated with plant extracts”. VI
Conference on Polyphenols and Health. Universidad de Buenos Aires- Fac. de Farmacia y

Bioquimica. Argentina, Buenos Aires, octubre 2013.

Presentaciones en colaboracion
Soria EA, Canalis AM, Scotta AV, Cittadini MC, Albrecht C, Bongiovanni G. Derivados de
Yerba Mate frente a contaminantes. V Jornada de Divulgacidn Cientifica sobre Yerba Mate

y Salud. Mendoza, Argentina, agosto 2018.

Soria EA, Orosz L, Miranda AR, Vera Andrade KL, Cittadini MC, Scotta AV, Cortez MV.
Consumo de yerba mate y composicién de la leche materna. IV Jornada Cientifica “Yerba

mate y salud”. Rosario, Argentina, agosto 2017.

Soria EA, Cittadini MC, Canalis AM, Miranda AR, Scotta AV, Bongiovanni GA, Valentich MA,
Repossi G, Albrecht C. “Papel regulador de derivados de la yerba mate sobre el cancer”. Il

Jornada de Divulgacién Cientifica sobre Yerba Mate y Salud. Cérdoba, Argentina, agosto

2016.

Albrecht C, Canalis AM, Cittadini MC, Valentich MA, Perez RD, Soria EA. Effect of dietary

polyphenols on metal homeostasis and lipid oxidation of murine liver. Oxygen Club of

128



California World Congress, “Oxidants and antioxidants in biology”. Espaia, Valencia, junio

2015.

Miranda AR, Leonangeli S, Cittadini MC, Canalis AM, Albrecht C, Soria EA. Weight and redox
effects of infusive phytoextracts on overweight female mice treated for fifteen days. 3°

Reunién Internacional de Ciencias Farmacéuticas. Argentina, Cérdoba, septiembre 2014.

Albrecht C, Canalis AM, Cittadini MC, Soria EA. “Bioavailability of Phytochemicals in Murine
Metabolic Organs, After Consumption of Infusions of Argentinean Native Plants”. VI
Conference on Polyphenols and Health. Universidad de Buenos Aires- Fac. de Farmacia y

Bioquimica. Argentina, Buenos Aires, octubre 2013.

Canalis AM, Cittadini MC, Albrecht C, Soria EA. “Dimorphism by sex in haemolytmphatic
distribution of polyphenols and redox response of mice treated with native plant extracts”.
VI Conference on Polyphenols and Health. Universidad de Buenos Aires- Fac. de Farmaciay

Bioquimica. Argentina, Buenos Aires, octubre 2013.

129



