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RESUMEN

Capacidad antioxidante de extractos secos provenientes de berries:
Arandano, Murtilla y Maqui

Maqui (Aristotelia chilensis), murtilla (Ugni molinae) y ardndano (Vaccinium
corymbosum) son berries originarios de Chile, Sudamérica y Norteamérica,
respectivamente. Han sido utilizados en alimentos funcionales y fitofarmacos por
su reconocido poder antioxidante, ademas de tener propiedades antiinflamatorias
y antibacterianas. Para medir la actividad antioxidante de extractos vegetales,
principalmente se utilizan compuestos sintéticos. Estos compuestos son
xenobidticos para la celula animal, y por lo tanto sus potenciales redox no son
comparables con los de los antioxidantes biologicos. Es por esto que en este
trabajo se estudi6 la capacidad antioxidante de estos berries utilizando
microsomas hepaticos de rata como sistema biolégico y como sistema
prooxidante, Fe3*/ascorbato. Inicialmente, se midi6 la cantidad de polifenoles de
los tres extractos para ser usada como parametro comparativo entre ellos. Los
tres extractos previnieron la lipoperoxidacion de los microsomas, y revirtieron y
previnieron la oxidacion de los tioles microsémicos con distinta potencia, todas
reacciones inducidas por el sistema pro oxidante Fe3®'/ascorbato. Todos los
extractos ademas, fueron capaces de quelar el ion Cu?*. El extracto de maqui
mostré la mayor actividad antioxidante, y el extractoto de arandano, la menor. La
calidad y cantidad de los antioxidantes presentes en los diferentes extractos
podria explicar esta diferencia. Cabe destacar que extractos polivalentes como
los ensayados ejercen su poder antioxidante por diversos mecanismos actuando
de manera sinérgica. Esta caracteristica representa una gran ventaja al formular

fitofarmacos orientados al tratamiento de patologias asociadas a estrés oxidativo.



ABSTRACT

Antioxidant capacity of dry extracts from berries: Blueberry, Murtilla and
Maqui.

Maqui (Aristotelia chilensis), murtilla (Ugni molinae) y Arandano (Vaccinium
corymbosum) are berries from Chile, Southamerica and Northamerica,
respectively. They have been used in functional foods and herbal medicine
because of their recognized antioxidant power and anti-inflammatory and
antibacterial properties. Antioxidant activities of herbal extracts are determined
using principally synthetic compounds. These compounds are xenobiotic for the
animal cell, thus theirs redox potentials are not comparable with those of biological
antioxidants. This is the reason why the antioxidant capacity from these berries
was studied. Rat liver microsomes were used as a biological system and
Fe3*/ascorbate, as prooxidant system. Initially, the amount of polyphenols in the
three extracts was measured in order to be used as a comparative parameter
among them. Our request involved that the three extracts prevented microsomal
lipoperoxidation and reverted and prevented the oxidations of microsomal thiols
with different potency, all reactions induced by Fe3*/ascorbate). They were also
able to chelate ion Cu*2. Maqui extract showed the highest antioxidant capacity
and the lowest corresponding to the arandano extract. The quality and quantity of
the antioxidants present in each one of the three extracts could explain this
difference. These polyvalent extracts should exert its antioxidant power by diverse
mechanisms acting in a synergic way. This characteristic represent a great benefit

for therapies related with pathologies specially associated to oxidative stress.



. INTRODUCCION
Los seres vivos estan expuestos al medioambiente, el que puede requerir
diferentes respuestas del organismo. Asi, existen condiciones medioambientales
gue pueden desencadenar en el organismo la produccién de especies reactivas
del oxigeno (EROs). Si la concentracion de EROs sobrepasan la capacidad
celular de anular su reactividad, estas especies se tornan téxicas, fenédmeno

conocido como estrés oxidativo. [1,2]

Capacidad antioxidante celular

Los organismos vivos poseen mecanismos antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, que tienen como objetivo prevenir y disminuir el dafio oxidativo. Los
mecanismos enzimaticos estan representados principalmente por: la superéxido
dismutasa (SOD) que dismuta a peroxido de hidrogeno el radical anién
superoéxido (O2); la catalasa, que convierte el peréxido de hidrégeno en H20 y
O:2 y; la glutation transferasa (GSH)-peroxidasa, que transforma los peréxidos a
alcoholes. Los mecanismos no enzimaticos estan representados por: GSH, las
vitaminas E, Ay C, y B-caroteno. GSH es el antioxidante celular mas abundante,
se encuentra en concentraciones mM en la célula [1,2]. Las plantas poseen
ademas de los mecanismos antes descritos, metabolitos de tipo polifendlicos que
las protegen de la radiacion solar UV, los que son especialmente abundantes en
sus hojas [3,4]. Los principales mecanismos antioxidantes de los polifenoles y
tioles incluyen su capacidad de atrapar radicales libres del oxigeno y de quelar
metales de transicion en su estado ionico libre, a través de las reacciones de
Haber Weiss y/o Fenton [3-8].



Ascorbato + metal oxidado ———> radical ascorbilo + metal reducido
Metal reducido+ O> _— metal oxidado+O>™ (Haber-Weiss)
Metal reducido+ H202 _— metal oxidado+'OH+OH (Fenton)

Si bien existen similitudes en los mecanismos antioxidantes de compuestos
polifendlicos vy tidlicos, también existen diferencias en los mecanismos redox de
ellos. Asi, la oxidacion de las biomoléculas tidlicas puede ser revertida por
agentes antioxidantes tiélicos, pero no la de los polifenoles [6-8]. En todo tipo de
células, esta reversibilidad es el resultado de mecanismos enzimaticos
concertados que involucran el uso del tripéptido GSH [9,10]. El estado redox de
los sistemas tidlicos que son sensibles a oxidantes no-radicalarios, son
controlados por las tiorredoxinas (Trx), GSH y cisteina [11,12]. Los sistemas
regulados por las tiorredoxinas y el GSH se mantienen en la célula en condiciones
estables pero no en equilibrio, debido a una continua oxidacion de los tioles
celulares; ellos se oxidan a una velocidad aproximada de 0,5% de los tioles
totales/min [12,13].

Una hipétesis complementaria se ha propuesto postulando que el estrés oxidativo
puede ocurrir sin la presencia de radicales libres del oxigeno [14]. Los
compuestos polifendlicos y tidlicos, ademas de participar en reacciones redox,
pueden actuar como agentes nucleofilicos [6-8,9-10]. Como tales, ellos forman
aductos covalentes con metabolitos electrofilicos. A nivel celular, los metabolitos
electrofilicos son altamente reactivos y, por lo tanto, muy téxicos; ellos pueden
reaccionar con proteinas y acidos nucleicos (ARN y ADN) debido a la presencia
de grupos amino y sulfhidrilos en estas macromoléculas. Los metabolitos
electrofilicos u oxidantes no-radicalarios, que incluyen peroxidos, aldehidos,
guinonas y epoxidos, son generados enzimaticamente de precursores
enddgenos y exdgenos; ellos no requieren intermediarios radicalarios para oxidar

compuestos tidlicos celulares [11]. Los compuestos electrofilicos pueden ser
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generados ademas, como productos de la biotransformacion de xenobidticos,
entre ellos los farmacos y componentes de los contaminantes ambientales [11].
Si estos compuestos se generan en forma aberrante, su unién a biomoléculas
podria provocar como consecuencia: alteracion de las funciones biolégicas de
ellas y de los circuitos tidlicos. Cabe sefalar que cuando los compuestos
polifendlicos y tidlicos reaccionan como nucleéfilos formando aductos, ellos son
consumidos irreversiblemente, lo que provoca una disminucién de la capacidad
antioxidante celular [13]. M&s aun, los tioles de bajo peso molecular, GSH y
cisteina, pueden actuar como agentes quelantes de iones metalicos, lo que
también podria ocurrir con los grupos tiolicos redox sensibles de proteinas,
alterando su funcion [14,15]. En este sentido, los compuestos tiélicos parecen ser

agentes nucleofilicos mas eficientes que los polifenoles [7,13].

De estos antecedentes se concluye que el estrés oxidativo puede ocurrir como
consecuencia de un cambio redox de los circuitos tidlicos y del consumo
irreversible debido a la formacion de aductos covalentes de los tioles [16]. El
estrés oxidativo inducido a través de los circuitos tidlicos parece ser mas
importante que el generado por las EROs [11]. Asi, existen tioles redox-sensibles
presentes en diferentes proteinas y/o péptidos que son criticos en transduccion
de senales (ej. H-Ras, PTP-1B), factores de transcripcion que se unen a ADN (ej.
Nrf2, NFkB), activacion de receptores (ej. integrina allB3 en la activacion de
plaquetas), etc. [11]. Mas audn, el envejecimiento y las enfermedades
relacionadas con este, se asocian a la interrupcion de la funcién y la homeostasis

de los circuitos tiolicos [11].

Berries y su capacidad antioxidante

Los berries son frutos carnosos que se caracterizan por poseer un alto contenido
de compuestos antocianos. Estos compuestos son glicésidos de polihidroxi y

polimetoxi derivados de 2-fenilbenzopirilo o sales de flavilo. Se diferencian entre
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si por el numero de grupos hidroxilos, la naturaleza de los azucares unidos a la
molécula, la posicion de las uniones y la naturaleza y nimero de acidos alifaticos
0 aromaticos unidos a los azucares de la molécula. Solo 6 compuestos
antocianos son los encontrados mayoritariamente en las plantas; ellos son:
pelargonidina (pg), peonina (pn), cianidina (cy), malvidina (mv), y delfinina (dp).
[17]

Figura 1. Estructura quimica de los compuestos antocianos. Dp (1, R1=H, R2=H);
Cy 3-glu (3, R1=0H, R2=H); Pg 3-glu (5, R1=H, R2=H); Pn 3-glu (6, R1=OCH3,
R2=H); Mv 3 glu (7, R1=0OCH3, R2=0CH3)

Los compuestos antocianos son colorantes naturales del tipo flavonoides, los que
estan presentes particularmente en flores y berries. Estos compuestos pueden
actuar como antioxidantes debido a su capacidad de interactuar con especies
radicalarias mediante la donacién de electrones o hidrogenos, o bien
atrapandolos [18-19]. El consumo de alimentos vegetales ricos en antocianos se
asocia con un menor riesgo de enfermedades crénicas, tales como cancer y
enfermedades cardiovasculares, efecto que se relaciona con la alta

concentracion de polifenoles de alta actividad antioxidante [20]. Diversos estudios
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muestran que los antocianos presentan ademas, actividad antimicrobiana que ha
sido probada frente a patégenos de importancia clinica, tales como cepas de
Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Neisseria, entre
otras [21-23]. Los antocianos pueden también prevenir mutaciones del ADN,
presentar actividad estrogénica, impulsar la produccién de citoquinas, presentar
actividad antiinflamatoria, inhibir la lipoperoxidacién y disminuir la permeabilidad
y fragilidad capilar [17].

Dentro de los berries de importancia en Chile, encontramos la murtilla (Ugni
molinae), el maqui (Aristotelia chilensis) y el arandano (Vaccinium corymbosum)
los que han sido tradicionalmente utilizados por la poblacién autdctona para el
tratamiento de heridas e infecciones asociadas [24]. Al respecto, existen estudios
gue relacionan la presencia de antocianos en estos berries con su actividad

antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana [20, 24-29].

Figura 2. Imagenes de los frutos de arandano, maqui y murtilla, respectivamente.



Aristotelia chilensis (maqui).

Es un arbusto de hoja perenne, nativo de Sudamérica que pertenece a la familia
Elaeocarpaceae y produce pequefios frutos de color purpura/negro. El intenso
color rojo de los extractos acuosos de este fruto es debido a la presencia de
antocianinas. Estudios previos dicen que las hojas del maqui poseen alcaloides
inddlicos y quinolinicos. En cambio el fruto posee principalmente antocianinas,
delfinidinas y glucésidos de cianidina. [25]. Se ha prestado especial atencién a
las antocianinas presentes en los frutos, no solo por su uso como colorante
natural, sino que también por sus potenciales efectos benéficos en la salud
humana. Asi, los berries se han utilizado como suplementos alimenticios en
alimentos funcionales. Ademas, se han descrito efectos potenciales como por
ejemplo: actividad anti-aterogénica, inhibicion del virus VIH, prevencion de
problemas visuales y actividad contra algunos tipos de leucemia humana y

carcinoma de colon humano [30].

Ugni molinae (murtilla o murta)

Es un arbusto salvaje que crece en la costa y en la precordillera de Chile, entre
las VII y IX regiones [31]. Las infusiones de las hojas han sido tradicionalmente
usadas para tratar dolores del tracto urinario, como astringentes, estimulantes y
fitoestrogénicos. Recientemente, han aparecido varios estudios acerca de las
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de los extractos de hojas de
murtilla. Algunos compuestos fendlicos han mostrado tener actividad
antibacteriana contra un alto espectro de microorganismos. En muchos de estos
estudios, las propiedades benéficas de esta planta, han sido atribuidas a la

presencia de polifenoles [28].



Vaccinium corymbosum (arandano)

La produccién mundial del fruto de esta planta llegé a ser la segunda mas
importante después de la frutilla. La principal razon se debe a sus altos beneficios
en la salud humana, en particular, en la proteccion del sistema nervioso, la
capacidad para revertir el deterioro de la funciéon neural y cognitiva y sus
propiedades antioxidantes y antibacterianas [33]. Se han identificado las pro-
antocianidinas como los constituyentes quimicos responsables de impedir la
adherencia de determinados tipos de Escherichia coli, asociados a infecciones
del tracto urinario, a las células uroepiteliales. Ademas, se ha demostrado in vitro,
gue estos compuestos impiden la adherencia de Helicobacter pylori
microorganismo asociado a la incidencia de ulceras gastroduodenales, como
también la adherencia de determinados tipos de bacterias asociadas a la placa
dental y la gingivitis [34]. La capacidad antioxidante de antocianidinas se ha
demostrado a través de su capacidad de inhibir la oxidacién in vitro de las LDL
humanas. El consumo de polvo de zumo de arandano también ha dado como

resultado la reduccion in vivo del colesterol total y LDL en un modelo animal [34].

Los antecedentes presentados muestran que los frutos también llamados berries
de las 3 plantas mencionadas presentan actividad antioxidante. Sin embargo,
esta propiedad ha sido determinada preferentemente a través de técnicas que no
utilizan sistemas biologicos, sino, compuestos sintéticos. Considerando un uso
farmacoldgico de preparados de estos berries, es que en este trabajo se comparo
la actividad antioxidante de ellos utilizando como sistema biolégico, microsomas
hepaticos de rata, preparacion experimental enriquecida en reticulo
endoplasmico. Como sistema pro-oxidante, se utiliz6 Fe3*/ascorbato, dada la
importancia de la actividad quelante que las antocianidinas podrian tener,
evitando asi la presencia de estos iones metalicos en su estado libre pueden

unirse a proteinas y acidos nucleicos afectando su estructura y funcion biolégica.



HIPOTESIS

“Extractos secos de berries provenientes de los frutos de Ugni molinae, Aristotelia

chilensis y Vaccinium corymbosum tienen capacidad antoxidante”

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar extractos de maqui, murtilla y arandano en cuanto a su actividad

antioxidante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion total de polifenoles de los preparados secos de
berries.

2. Determinar la capacidad de los preparados de prevenir la lipoperoxidacion
microsémica inducida por el sistema Fe3*/ascorbato.

3. Evaluar la capacidad de los extractos de prevenir y revertir la oxidacion de
los tioles microsémicos inducida por el sistema Fe3*/ascorbato.

4. Determinar espectrofotométricamente la capacidad quelante de metales a

través de la modificacion del espectro de absorbancia del ion Cu?*.



Il MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Albumina sérica de bovino, CuSO4, Catequina [(+)-cianidol-3,(2R,3S)-2-(3,4-
dihidroxifenil)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol], reactivo de  Folin-
Ciocalteau, ascorbato de sodio, acido 5,5 -ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB),
cloruro férrico, se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El resto de los reactivos utilizados
fueron del mejor grado analitico.

Los 3 preparados de berries fueron donados por Laboratorios Nutrapharm
(Santiago, Chile). En Anexos se entrega la informacion acerca de las

caracteristicas de cada extracto, la cual fue enviada por la empresa.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Sprague Dawley, de tres meses de
edad y de un de peso corporal aproximado de 250 g. Estos animales se
obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los
animales se mantuvieron con una dieta normal de pellet, agua ad libitum, ciclos
de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiental de 21 °C. Todos los
procedimientos se desarrollaron de acuerdo a los protocolos aprobados por el

Comité Etico Institucional de la misma Facultad.

Preparacién de microsomas hepaticos de rata

Esta fraccion subcelular fue preparada de acuerdo a Letelier y cols., 2010 [35].
Las ratas fueron sometidas a ayuno por 15 horas con agua ad libitum, vy
sacrificadas por decapitacion. Los higados fueron perfundidos in situ con 0,9%
P/V NaCl, removidos por incision, y puestos en hielo. Todos los procedimientos

de homogenizacion y fraccionamiento fueron realizados a 4°C, y todas las
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centrifugaciones fueron realizadas usando ya sea una centrifuga con
refrigeracion Hermle modelo Z326K o una ultracentrifuga Beckman modelo XL-
90. El tejido hepatico (9-11g de peso humedo), carente del tejido conectivo y
vascular, fue homogenizado con 4 volumenes de 0,154 M de KCI, con ocho
pasajes en un homogeneizador Dounce Wheaton B utilizando un motor Heidolph
modelo RZR1 a 250 rpm. El homogeneizado fue centrifugado a 9.000 g por 15min
y el sedimento fue descartado. El sobrenadante obtenido fue centrifugado a
105.000 g por 60min. El pellet (microsomas) fue almacenado a -80 °C en un
freezer il-Shin modelo DF8514 por hasta 3 meses. La cuantificacion de la proteina
microsomica se determind por el método de Lowry y cols., 1951 [36], utilizando

albumina sérica de bovino (fraccion IV) como estandar.

Cuantificaciéon de Polifenoles

La determinacion de polifenoles totales se realiz6 de acuerdo al método de

Letelier y cols. (2009) [37]. Este método utiliza catequina como estandar.

OH

Figura 3. Estructura quimica de catequina

En un volumen final de 2 mL la mezcla de reaccion contenia: diferentes
concentraciones de los extractos de berries diluidos en agua. A estos volumenes
se les adicion6 100 uL de reactivo Folin Ciocalteau, 300 pL de carbonato de sodio
20% p/V y agua destilada suficiente para completar 2 mL. El blanco contenia
todos los reactivos con excepcion de los extractos de berries. Todas las mezclas

asi obtenidas fueron incubadas a oscuridad durante 2 horas. Al finalizar este
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periodo, la absorbancia de las muestras fue registrada a 760 nm en un
espectrofotometro UV3 Unicam UV-VIS, usando los blancos respectivos como
referencia. La linealidad del método se analiz6 realizando una curva de

calibracién utilizando catequina como estandar.

Condiciones oxidativas

Se utilizé el sistema generador de anion superéxido (O27), FeCls 600uM y

ascorbato 1 mM, ambas concentraciones finales en la mezcla de reaccion.

Lipoperoxidacion microsomica

La lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema oxidante Fe3*/ascorbato
se estimé determinando las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS)
de acuerdo al método descrito por Letelier y cols., 2008 [38].El malondialdehido,
generado como producto de la descomposicion de los lipoperéxidos formados,
reacciona con el acido tiobarbitlrico dando lugar a un conjugado, el cual posee

una absorbancia maxima a 532 nm (gs32= 156.000 Mt cmt).

HS. N OH O

0 S
N 2 oo SxN.__OH N_ _SH
, vy o—cH—C & Y g
N v e
ST H L 60 N CH/CH\;QCH % N+ 2H20
OH OH OH

Acido Tiobarbiturico Malondialdehido Complejo coloreado

color rosado

Figura 4. Formacién del conjugado utilizado para medir TBARS.

Las mezclas de reaccidn contenian en concentraciones finales: microsomas (0,5
mg de proteina) suspendidos en amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,4 los que

fueron preincubados con los extractos durante 10 min a 37°C antes de agregar
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el sistema oxidante Fe®'/ascorbato. Los blancos contenian todos los reactivos
con la Unica excepcion de la proteina microsémica. Muestras y blancos fueron
incubados durante 30 min a 37°C; al cabo de este periodo, se les adicioné 0,5
mL de TCA 20% p/V frio (4 °C) y luego, fueron centrifugados a 9000 g durante 10
min a 4 °C en una centrifuga Hermle, modelo Z326K. Alicuotas de 0,5 mL de los
sobrenadantes de las muestras y los blancos fueron mezcladas con 0,5 mL de
TBA 35 mM, y luego incubadas durante 60 min a 50 °C para el desarrollo de color.
Al término de este periodo, se registrd la absorbancia de las muestras a 532 nm
en un espectrofotdmetro UV3 Unicam UV-VIS, usando los blancos como

referencia.

Determinaciéon de oxidacidon de tioles microsomales

La medicion de los tioles totales se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por
Letelier y cols., 2008 [38]. Esta técnica cuantifica espectrofotométricamente el
TNB liberado en la reaccion entre el DTNB y los grupos sulfhidrilos presentes en
la muestra. Este compuesto absorbe a 412 nm y su coeficiente de extincion es
13.600 Micmt. La mezcla de reaccién contenia en un volumen de 1,0 mL, los
reactivos siguientes (concentraciones finales): amortiguador fosfato de potasio
50 mM, pH 7,4; proteina microsdmica 0,5 mg; concentraciones de los distintos
extractos naturales; FeClz 600 uM; ascorbato 1 mM; DTNB 0,3mM. Los blancos
contenian todos los reactivos, a excepcion de la proteina microsémica. Para la
prevencion de la oxidacion de los tioles microsomicos las mezclas se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente sin adicionar el sistema pro oxidante,
luego se incorpor6 el sistema Fe3*/ascorbato y se incubd por 20 min, a 37°C, en
un bafio termorregulado y con agitacion constante. A continuacion se adiciono el
DTNB a todas las mezclas y se incubaron nuevamente durante 60 min a 37 °C
en un bafo termorregulado con agitacion constante. Al cabo de este periodo las

muestras se centrifugaron a 9000 g durante 10 min en una centrifuga refrigerada
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(4 °C) Heraeus Biofuge 15R, con el objeto de decantar la suspension
microsémica. (En el caso de la reversion de la oxidacion de los tioles
microsdmicos, se sometié alos microsomas al sistema pro oxidante por 5 minutos
y luego se prosigu6é como se describioé anteriormente). A continuacion, se leyeron
las absorbancias de los sobrenadantes a 412 nm en un espectrofotometro
Unicam UV VIS modelo UV3 acoplado a un computador, utilizando para ello sus
blancos respectivos.

Quelacion de Cu?*

Una solucion de CuSO4 0,5 mM en ausencia y presencia de los extractos de
berries en estudio fue sometida a un barrido entre 200 y 600 nm, en un
espectrofotometro UV-VIS modelo UV3 acoplado a un computador. El espectro
del CuS0O4 0,5 mM se realiz6 utilizando como referencia, amortiguador fosfato 50
mM, pH 7,4. La referencia en el caso de las mezclas CuSOuJ/extracto fue una

alicuota del extracto en ensayo diluida en amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,4.

Analisis estadistico

Los datos presentados corresponden al promedio de al menos 4 experimentos
independientes + DE. La significancia estadistica (t-Student) y los analisis de
correlacién se realizaron usando el software GraphPad Prism 5.0. Las diferencias

se consideraron como significativas, cuando p< 0,05.
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[ll. RESULTADOS

Polifenoles totales de los extractos de berries. La Tabla 1 muestra el
contenido de polifenoles de los diferentes extractos en estudio. Dado que se
utilizé como estandar de polifenoles, catequina, los resultados estan expresados
en mg equivalentes de catequina/g de extracto y en nmoles equivalentes de
catequina/g de extracto. El contenido total de polifenoles menor le correspondio
al preparado de Arandano 19,53 £ 0,72 nmoles equivalentes de catequina/g de
extracto; le siguen el preparado de Murtilla con 28,25 + 0,52 nmoles equivalentes
de catequina/g de extracto y luego, el extracto de Maqui que contiene la mayor

cantidad de polifenoles 200,17 + 2,41 nmoles equivalentes de catequina/g de

extracto.
Tabla 1. Polifenoles totales
Extractos mg equivalentes de pmoles equivalentes de
catequina/g de extracto catequina/g de extracto
Arandano 5,67 +0,21 19,53 +£0,72
Maqui 58,10 £ 0,7 200,17 £ 2,41
Murtilla 8,20+ 0,15 28,25 + 0,52

Catequina fue utilizada como estandar. Los valores representan el promedio de al
menos 7 experimentos independientes + DE.
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Prevencion de la lipoperoxidacién microsdmica inducida por el sistema
Fe®*/ascorbato en presencia de los extractos de berries. En la Figura 5
aparecen las curvas directas de las concentraciones de los preparados de berries
versus el % de lipoperoxidacion residual medida en presencia de los preparados.
A partir de estos datos, se construyeron las curvas semilogaritmicas que se
muestran en la Figura 6. De estas curvas se obtuvieron los ECso que aparecen
en la Tabla 2. Los ECso representan la cantidad de preparado herbal capaz de
prevenir en un 50% la lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema
Fe®*/ascorbato. El extracto de Maqui mostré el menor ECso: 1,01 nmoles
equivalentes de catequina/0,5 mg proteina microsémica, por lo tanto, es el
preparado que mostré mayor actividad antilipoperoxidante. Le sigue el Arandano
con un ECso de 5,12 nmoles equivalentes de catequina/0,5 mg proteina
microsomica, y por ultimo el ECso mayor, que correspondio al extracto de Murtilla:
6,83. nmoles equivalentes de catequina/0,5 mg proteina microsémica. Es
importante destacar que, a pesar de que los EC50 de arandano, murtilla y maqui
fueron similares, el extracto de maqui mostré una mayor cantidad de polifenoles

por gramo de preparado.

Uno de los mecanismos a través de los cuales los antioxidantes polifendlicos
ejercen su efecto antioxidante es a través de su capacidad de secuestrar
radicales libres. En este trabajo se utiliz6 como sistema pro-oxidante
Fe3*/ascorbato el cual genera el radical anién superéxido a través de la reaccién
de Haber Weiss-Fenton. Asi, postulamos una posible correlacion entre la
capacidad anti-lipoperoxidante medida como ECso y la concentracion de
polifenoles de los extractos. La Figura 6 muestra una comparacion entre el
contenido de polifenoles y los ECso de la lipoperoxidacion. Los valores del gréafico
como el coeficiente de regresién de la recta (0,8920) que se observa en el grafico
inserto muestra que no existe proporcionalidad entre el contenido de polifenoles

y la capacidad antilipoperoxidante de los extractos.
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Figura 5. Lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema Fe**/ascorbato en
presencia de los extractos de berries. El porcentaje de lipoperoxidacion residual; ésta
fue calculada considerando como 100% aquella obtenida en ausencia de extracto. El
ensayo de lipoperoxidacion se realiz6 de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores
representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes + DE. r? de las
curvas: ardndano = 0,9949; maqui = 0,9928; murtilla = 0,9926.

-16 -



3 S Extracto de maqui
< Extracto de arandano <
S T 804 S ® 807
© 5 © S
Q T QO T
© "= Q=
T @ 60 T § 601
X = X =
O m o g
S U o -
g2 401 g2 40
o5 9 o
Q ¢ QL »n
T o 204 3 o 204
g 5
E 0 T T 1 E O T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35
log [nmoles de polifenoles equivalentes log [pmoles de polifenoles equivalentes

de catequina/ 0,5 mg de proteina microsémica] de catequina/ 0,5 mg de proteina microsémica]

—~ 100+

Extracto de murtilla
80-

dual (%

60

404

Lipoperoxidacién
microsémica resi

204

O T T 1
0.0 0.5 1.0 15

log [nmoles de polifenoles equivalentes
de catequina/ 0,5 mg de proteina microsémica]

Figura 6. Gréaficos semilogaritmicos de la lipoperoxidacion microsémica inducida
por el sistema Fe®*/ascorbato en presencia de los extractos de berries. Los gréaficos
fueron construidos a partir de los datos de la Figura 5. El ensayo de lipoperoxidacion se
realizé de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan el promedio de al
menos 3 experimentos independientes + DE. r? de las curvas: arandano = 0,9909; maqui
= 0,9909; murtilla = 0,9894.
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Tabla 2. Efecto comparativo de los preparados de berries sobre la

lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema Fe®*/ascorbato

Extractos ECso (nmoles de ECso (ug de extracto
catequina/0,5 mg de  seco0)/0,5 mg de proteina
proteina microsémica) microsémica
Arandano 512 262
Maqui 1,01 5
Murtilla 6,83 241

ECso: cantidad de estracto que previene en un 50% la lipoperoxidacién microsémica
inducida por Fe®/ascorbato. Los valores fueron obtenidos de los graficos
semilogaritmicos que aparecen en la Figura 6.
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Figura 7. ECso de la lipoperoxidacion microsémica versus la concentracion de
polifenoles de los extractos. Los valores de ECso fueron obtenidos de las curvas
semilogaritmicas y aparecen en la Tabla 6 y los de [Polifenoles] aparecen en la Tabla 5.
El grafico inserto representa el intento de correlacién lineal entre concentracién de
polifenoles y ECso del extractos. El coeficiente de regresion lineal de la recta que se
muestra en el gréafico inserto fue 0,8920.
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Prevencion de la oxidacién de tioles microsémicos inducida por el sistema
Fe®*/ascorbato. La Figura 8 muestra las curvas de las concentraciones de los
extractos expresadas en nmoles de polifenoles equivalentes de catequina / 0,5
mg de proteina microsomica versus el % de oxidacion de tioles microsémicos
recuperados. A partir de estos datos, se construyeron las curvas
semilogaritmicas que se muestran en la Figura 9 De estas curvas se obtuvieron
los ECso que aparecen en la Tabla 3. El extracto de maqui mostré el menor ECso
(10,3 nmoles equivalentes de catequina / 0,5 mg proteina microsémica), por lo
tanto, es el que presentd mayor capacidad para prevenir la oxidacion de los tioles
microsomicos. Los ECso de arandano y murtilla fueron mayores, 19,5 nmoles y
27,9 nmoles equivalentes de catequina/0,5mg de proteina microsémica,

respectivamente.
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Figura 8. Prevencion de la oxidacion de tioles microsémicos inducida por el
sistema Fe*'/ascorbato en presencia de los extractos de berries. El porcentaje de
tioles micros6micos recuperados fue calculado considerando como 0% aquel obtenido
por la diferencia entre el total de tioles microsémicos y los tioles no dafiados después de
agregar el sistema Fe3*/ascorbato en ausencia del extracto. El ensayo de prevencion de
la oxidacion de los tioles microsomicos se realizé de acuerdo a lo descrito en Métodos.
Los valores representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes + DE.
r? de las curvas: arandano = 0,9982; maqui = 0,9924; murtilla = 0,9954.
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Figura 9. Gréficos semilogaritmicos de la prevencidn de la oxidacién de los tioles
microsomicos inducido por el sistema Fe*/ascorbato en presencia de los
extractos de berries. Los graficos semilogaritmicos fueron construidos a partir de los
datos de la Figura 8. El ensayo de prevencién de la oxidacién de los tioles microsémicos
se realiz6é de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan el promedio de
al menos 3 experimentos independientes + DE. r? de las curvas: arandano = 0,9976;
maqui = 0,9900; murtilla = 0,9917.
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Tabla 3. Efecto comparativo de los extractos de berries sobre la prevencion
de la oxidacion de tioles microsomicos inducida por el sistema
Fe®'/ascorbato

Extractos ECso (nmoles) ECso (ug de extracto
seco)
Arandano 19,8 1014
Maqui 10,3 51
Murtilla 27,9 987

ECso: concentracion expresada en nmoles equivalentes de catequina /0,5 mg de proteina
microsémica y mg de preparado que previene en un 50% la oxidacién de los tioles
microsémicos inducida por Fe®*/ascorbato. Los valores fueron obtenidos de los graficos
semilogaritmicos que aparecen en la Figura 9. Los valores experimentales representan
el promedio de al menos 3 experimentos independientes * DE.
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Reversion de la oxidaciéon de tioles microsémicos inducida por el sistema
Fe3+/ascorbato. En la Figura 10 aparecen las curvas de las concentraciones de
los extractos versus el % de tioles microsdmicos residuales. A partir de estos
datos, se construyeron las curvas semilogaritmicas que se muestran en la Figura
11. De estas curvas se obtuvieron los EC5¢ que aparecen en la Tabla 4. El valor
de Ecso menor le correspondié al extracto de Maqui: 38,3 nmoles equivalentes de
catequina/0,5 mg proteina microsémica. Por lo tanto, este preparado fue el que
presentd la mayor capacidad para revertir la oxidacion de los tioles microsémicos.
Los preparados de Arandano y Murtilla presentaron ECsp similares: 62,5 nmoles
y 58,3 nmoles equivalentes de catequina/0,5 mg proteina microsomica,

respectivamente.
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FiguralO. Reversion de la oxidacién de tioles microsémicos inducida por el
sistema Fe*'/ascorbato en presencia de los extractos de berries. El porcentaje de
tioles microsbmicos recuperados fue calculado considerando como 0% aquel obtenido
por la diferencia entre el total de tioles microsémicos y los tioles no dafiados después de
agregar el sistema pro oxidante en ausencia del extracto. El ensayo de reversion de la
oxidacion de los tioles microsdémicos se realizé de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los
valores representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes + DE. r? de
las curvas: arandano = 0,9979; maqui = 0,9919; murtilla = 0,9944.
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Figura 11. Graficos semilogaritmicos de la reversion de la oxidacion de los tioles
microsomicos inducido por el sistema Fe*‘/ascorbato en presencia de los
extractos de berries. Los graficos semilogaritmicos fueron construidos a partir de los
datos de la Figura 10. El ensayo de prevencién de la oxidacién de los tioles microsémicos
se realiz6é de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan el promedio de
al menos 3 experimentos independientes + DE. r? de las curvas: arandano = 0,9917;
maqui = 0,9934; murtilla = 0,9903.
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Tabla 4. Efecto comparativo de los extractos de berries sobre la reversién
de la oxidacion de tioles microsomicos inducida por el sistema
Fe%'/ascorbato.

Extractos ECso (nmoles) ECso (ug de extracto
seco)
Arandano 62,5 3199
Maqui 38,3 191
Murtilla 58,3 2063

ECso: concentracion de extracto expresada en nmoles equivalentes de catequina /0,5
mg de proteina micros6mica y pug de extracto/0,5 mg de proteina microsémica que
revierte en un 50% la oxidacion de los tioles microsémicos inducida por Fe®*/ascorbato.
Los valores de Ecso fueron obtenidos de los gréaficos semilogaritmicos que aparecen en
la Figura 11.
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Capacidad quelante de Cu?* de los diferentes extractos. La Figura 12 muestra
los espectros de absorbancia de una solucion de CuSO4 0,5 mM en ausencia y
presencia del extracto de Ardndano, Maqui y Murtilla. EI CuSOa4 presentd un pico
de absorbancia a los 200nm con una absorbancia maxima de 1,235 Unidades de
absorbancia (UA). El extracto de maqui fue el que presentdé mayor efecto
quelante, 120 pg de extracto provocaron una disminucion del pico a 200 nm del
ion Cu?* desde 1,235 UA a 0,724 UA. El extracto de Murtilla fue capaz de
disminuir a 0,590 UA el pico del ién, pero para ello fue necesario usar 10 veces
mas cantidad de extracto (1200 pg). Utilizando la misma cantidad de extracto de
arandano que la usada con murtilla, solo se llegd a 0,893 UA. Este ultimo extracto

mostré la mas baja capacidad quelante.
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Figura 12. Modificacion del espctro de absorbancia de Cu?* en presencia de los
extractos de berries. [CuSO.]: 0,5 mM. La figura representa el espectro experimental
obtenido con los extractos de Arandano, Maqui y Murtilla.
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IV. DISCUSION

En general, todas las patologias estan asociadas al fenomeno de estrés oxidativo
[39]. Es por ello que postulamos que los extractos herbales pueden ser una
importante alternativa terapéutica cuando nos enfrentamos a enfermedades
especialmente ligadas a estrés oxidativo, como son el cancer y también las
relacionadas con el envejecimiento [40]. La actividad antioxidante de los
fitofarmacos esta dada por el contenido y tipo de antioxidantes presentes en ellos.
Los compuestos antioxidantes mayoritarios en los preparados herbales
comerciales son los polifenoles. En el caso de los preparados de berries, el tipo
de compuestos antioxidantes mas abundantes son los compuestos antocianos.
Estudios realizados con compuestos polifendlicos purificados son bastante
abundantes en la literatura; sin embargo, estos estudios son escasos en
preparados herbales polivalentes, es decir, que tienen compuestos de diversa
naturaleza que podrian generar efecto antioxidante. Esta polivalencia de
compuestos en preparados herbales genera una actividad sinérgica y por tanto,

un efecto mayor que aquel de un compuesto aislado.

En la célula animal el GSH es el compuesto antioxidante no enzimatico mas
abundante. Compuestos antioxidantes azufrados como GSH también estan
presentes en plantas. La mayoria de las proteinas tienen en su estructura
cisteina, aminoacido tidlico que generalmente esta involucrado en la
conformacién nativa y/o en la expresion de la actividad bioldgica de las proteinas
[41]. El funcionamiento de muchos procesos fisiolégicos de los seres vivos esta
dado por la homeostasis de los circuitos tidlicos. ElI grupo tidlico puede ser
reversiblemente oxidado a disulfuro (-S-S-), fendbmeno redox que puede

aumentar o inhibir la actividad biol6gica de una proteina [41].

Es importante decir, que existen diferentes preparados comerciales de extractos

de berries. Esto, en la mayoria de los casos resulta en que la concentracion y
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actividad de los antioxidantes presentes en ellos no es necesariamente la misma.
Es por ello, que en este trabajo nos interesé evaluar la actividad antioxidante de
diferentes extractos de frutos de berries: ardndano, murtilla y maqui. Los
resultados de la lipoperoxidacion de los microsomas hepéticos de rata mostraron
gue el extracto de maqui, que fue el de mayor contenido de polifenoles, fue
también el que tuvo el menor ECso, por lo tanto, la mayor actividad anti
lipoperoxidante (Figuras 4 y 5; Tabla 2). Al comparar los ECso de los extractos
expresados en nmoles equivalentes de catequina / 0,5 mg de proteina
microsOmica, los valores de los extractos de arandano y murtilla fueron muy
similares, aproximadamente 5 a 6 veces mayores al del maqui. Sin embargo,
cuando los valores se expresaron en g de extracto, dicha diferencia aumenté a
50 veces. Esta diferencia en los ECso de los berries podria deberse a las
propiedades fisico-quimicas de los principios antioxidantes. Asi por ejemplo, el
extracto de maqui parece contener mayor cantidad de antioxidantes lipofilicos
gue aquellos del arandano y la murtilla. Estos antioxidantes lipofilicos tendrian
mayor afinidad por los lipidos de la membrana microsémica y por tanto, mayor
afinidad por ella. Este postulado parece estar respaldado por la falta de
correlacion entre los valores de ECso y el contenido de polifenoles de los extractos
(Figura 6).

Al igual que en la lipoperoxidacion, el extracto de maqui fue el que mostré la mejor
capacidad para prevenir y revertir la oxidacion de los tioles microsémicos. Sin
embargo, si se compara la cantidad de extracto para alcanzar los ECso de la
lipoperoxidacién microsémica con los de la prevencion y la reversion de la
oxidacion de los tioles microsomicos, para alcanzar estos Ultimos fue necesario
aumentar 10 y 40 veces, respectivamente la cantidad de extracto herbal.
Similares resultados a los de maqui, se observaron con el extracto de arandano
y el de murtilla. La capacidad de prevenir la oxidacién de los tioles del extracto

de arandano fue mejor que la del extracto de murtilla. La mayor cantidad de
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extracto de berries utilizada en estos ensayos, probablemente se deba a que las
proteinas microsomicas, en general, estan insertas en la membrana; en cambio
los lipidos estén localizados hacia el exterior de ella. Cabe sefialar ademas, que
la oxidacién de los lipidos no es reversible, dado a que se rompen enlaces
carbono-carbono. Sin embargo la oxidacion de los tioles forma como producto
principal enlaces disulfuros (-S-S-) los cuales pueden ser reducidos entre otros
reductores, por compuestos tidlicos presentes en los extractos herbales.

Otro de los mecanismos antioxidantes importantes para la célula es la capacidad
de algunos compuestos de quelar metales redox activos como son los iones libres
de hierro y cobre. Los iones libres de estos metales, en su estado reducido
generan EROs y de esta forma pueden sobrepasar la capacidad antioxidante. Es
por eso que en este trabajo se probd una técnica cualitativa para probar la
capacidad de los diferentes extractos de berries de quelar iones Cu*?. El espectro
de absorbancia del ion Cu*? medido entre 200 y 450 nm fue modificado por los 3
extractos, fendmeno que se manifestd en la disminucion del pico de absorbancia
a 200 nm. El extracto de murtilla provoco la disminucion mayor, seguida por el
extracto de maqui. El extracto de arandano mostré casi una nula disminucion del
pico en las distintas concentraciones probadas, lo que sugiere que la capacidad
guelante de dicho preparado es muy baja. Estos resultados muestran
nuevamente diferencias en el tipo de compuestos que podrian actuar como

antioxidantes celulares mediante el mecanismo de quelacion de iones metalicos.

Resumiendo podemos destacar que el alto contenido de polifenoles presentes en
el extracto de maqui como también su excelente capacidad antioxidante de
biomoléculas en comparacion con los extractos de arandano y murtilla, permite
proponerlo como un excelente preparado para la formulacion de un fitofarmaco
antioxidante. Mas auln, la alta actividad antioxidante obtenida con pequefias

cantidades de extracto nos permite predecir que formulaciones farmacéuticas de
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este preparado serian seguras, es decir, el riesgo de aparicién de efectos

adversos como también las interacciones medicamentosas, escasos.

Los resultados mostrados en este trabajo confirman la hipotesis planteada, ya
gue los distintos extractos, mostraron capacidades muy diferentes para prevenir
la lipoperoxidacion microsémica, para prevenir y revertir la oxidacion de los tioles

microsémicos y para quelar metales como el ion Cu?*.
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V. CONCLUSION

Los extractos de arandano, maqui y murtilla resultaron con actividad antioxidante
sobre el sistema biolégico, obteniendo valores de ECso, por ejemplo, para
prevencion de lipoperoxidacion de 5,12 nmoles, 1,01 nmoles y 6,83 nmoles,
respectivamente. El extracto de maqui fue el que mostré la mejor actividad
antioxidante. Este extracto presenté ECso hasta 5 veces menores, en los ensayos
realizados comparado con los extractos de arandano y murtilla. Mostrando la
mejor capacidad para prevenir la lipoperoxidacion de microsomas hepaticos de
rata, y prevenir y revertir la oxidacion de los tioles microsomicos. Ademas, fue el
extracto con mayor contenido de polifenoles equivalentes de catequina,
conteniendo 10 veces mas antioxidantes por gramo de extracto seco
comparando con los dos restantes. El extracto de maqui fue por lo tanto el mas

eficiente.
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