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RESUMEN

La importancia mundial que hoy tienen las plantas medicinales ha fomentado el
desarrollo de fitofarmacos por las companias farmacéuticas. A diferencia de los
farmacos sintéticos, las etapas para el desarrollo de fitofarmacos (formulaciones
que contienen extractos de hierbas polivalentes), no estan claramente definidos,
estandarizados y normalizados. Estas preparaciones a base de hierbas son
muy diversas y los estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos de ellos son
escasos. De ahi la importancia de la normalizacion de los procesos que
intervienen en la obtencion de extractos herbales y fitofarmacos, asi como la

determinacion de la dosis, la seguridad y la eficacia de fitofarmacos.

El estudio de los parametros farmacocinéticos requiere datos experimentales,
que se resumen en las curvas de dosis-respuesta. En estas curvas se
representa la concentracion plasmatica del farmaco en funcién del tiempo
después de su administracion. La concentracion individual de principios activos
en los extractos de hierbas es muy baja, por lo que es dificil su cuantificacion
plasmatica utilizando los métodos de HPLC clasicos. Asimismo, se ha
observado que existe una correlacion directa entre la concentracion plasmatica
de los principios activos presentes en un farmaco con los efectos
farmacoldgicos observados. Si se acepta esta correlacion, la cuantificacién del

principio activo podria ser reemplazado por cualquier efecto medible en plasma.
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RESUMEN

Las hojas de las plantas en general, poseen un alto contenido de antioxidantes,
siendo mayoritarios los compuestos polifendlicos. Existen diversas
publicaciones que indican que estos compuestos ejercen diferentes efectos
farmacoldgicos relacionados con su actividad antioxidante. Asi, preparados de
ellos se han asociado a la terapia clasica de patologias tales como

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (16, 62, 64).

Considerando los antecedentes expuestos, en este trabajo se utilizaron
extractos hidro-alcohdlicos de hojas de Buddleja globosa Hope (matico) y
Plantago major L. (llantén). Extractos hidro-alcohdlicos de matico y llantén,
previamente caracterizados por su actividad antioxidante in vitro, fueron
administrados oralmente a ratas Sprague-Dawley. El andlisis de la capacidad
antioxidante plasmatica a través del tiempo, mostré un aumento de la capacidad
de reducir hierro y una disminucion de la concentracion plasmatica de
malondialdehido, producto de la oxidacién de los lipidos celulares. Por otra
parte, el analisis cromatografico (HPLC) del plasma de las ratas, no mostré los
picos correspondientes a los marcadores polifendlicos seleccionados para cada

planta (estandares de polifenoles).

Como una forma de detectar la presencia de los marcadores seleccionados en
los extractos, muestras de los extractos fueron analizadas por LC-masa. Los

cromatogramas obtenidos por este método mostraron la presencia en los
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RESUMEN

extractos de los marcadores seleccionados; por lo tanto, la no aparicion de
ellos en los cromatogramas HPLC confirma la falta de sensibilidad del método
HPLC implementado para cuantificar tan pequenas cantidades de principios
activos. El aumento de la capacidad antioxidante plasmatica sin embargo,
demuestra que hubo absorcién de los antioxidantes presentes en las dosis
orales de los extractos herbales administradas a las ratas. Estos resultados nos
permiten postular que para determinar los parametros farmacocinéticos de
fitofarmacos, la determinacién del efecto farmacologico, en este caso el efecto

antioxidante, podria reemplazar a la concentracion plasmatica.

Cabe destacar que este trabajo representa el primer intento para determinar
parametros farmacocinéticos de fitofarmacos, preparados herbales polivalentes.
Sin embargo, se necesitan nuevos experimentos que permitan estandarizar las
condiciones experimentales implementadas de tal forma que esta metodologia

pueda ser utilizada en el estudio farmacocinético de fitofarmacos.
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ABSTRACT

The global importance now given to medicinal plants has encouraged the
development of phytodrugs by pharmaceutical companies. Different to synthetic
drugs, the stages for the development of phytodrugs (formulations containing
polyvalent herbal extracts), are not clearly defined, standardized and
normalized. These herbal preparations are very diverse and the
pharmacokinetics and pharmacodynamics studies of them are scarce. Hence
the importance of standardizing the processes involved in obtaining herbal
extracts and phytodrugs, as well as, the dosage, safety and efficacy of

phytodrugs.

The study of pharmacokinetic parameters requires experimental data, which are
summarized in dose-response curves. These curves plot the plasmatic drug
concentration versus time after administration. The individual concentration of
active ingredients in herbal extracts are very low, so their plasmatic
quantification is difficult using the classic HPLC methods. It has been observed
that there is a direct correlation between plasma concentrations of the active
ingredients present in a drug with the pharmacological effects observed. If this
correlation is accepted, the quantification of the active ingredient could be

replaced by any measurable effect on plasma.
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ABSTRACT

In general, the leaves of plants have a high content of antioxidants, being
polyphenolic compounds the major constituents. There are different publications
indicating that these compounds have many pharmacological effects related to
its antioxidant activity. This is the reason why the use of herbal preparations has
been associated with conventional therapy of diseases such as cardiovascular

and neurodegenerative (16, 62, 64).

Considering the above, this study used hydro-alcoholic extracts of leaves of
Buddleja globosa Hope (matico) and Plantago major L. (llantén). Hydro-alcoholic
extracts of matico and llantén, previously characterized for their in vitro
antioxidant activity, were orally administered to Sprague-Dawley rats. Analysis
of plasma antioxidant capacity over time showed an increase in the ability to
reduce iron and a decreased in the concentration of plasmatic malondialdehyde,
product of cellular lipid oxidation. Moreover, chromatographic analysis (HPLC) of
rat's plasma showed no peak corresponding to the polyphenolic markers

selected for each plant (polyphenols standards).

As a way to detect the presence of polyphenols markers, extract samples were
analyzed by LC-mass chromatography. The chromatograms obtained by this
method showed the presence of the selected markers in the extracts; therefore,
the non-appearance of them in the HPLC chromatograms confirms the lack of

sensitivity of the HPLC method implemented to quantify such small amounts of
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ABSTRACT

active principles. The increase in plasma antioxidant capacity however, shows
absorption of antioxidant compounds present in the oral doses of herbal extracts
given to rats. These results allow us to postulate that to determine the
pharmacokinetic parameters of phytodrugs, determination of pharmacological
effect, in this case the antioxidant effect, could replace the determination of

plasmatic concentration levels.

It is worthy to note that this work represents the first attempt to determine
pharmacokinetic parameters of phytodrugs (polyvalent herbal preparations).
However, further experiments to standardize experimental conditions
implemented so that this methodology can be used in pharmacokinetic studies

of phytodrugs, are needed.
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1. INTRODUCCION

1.1. PLANTAS MEDICINALES

Las plantas medicinales hoy en dia han adquirido gran importancia no sélo en
Chile sino en todo el mundo. Ello probablemente se debe a que juegan un
importante papel en el desarrollo socio-cultural y en las necesidades de salud
de las zonas urbanas y rurales. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 65 - 80% de la poblacion mundial de paises en desarrollo, depende de
las plantas y de sus propiedades curativas, como fuente primaria del cuidado de
la salud. Esto se debe principalmente a la pobreza y a la falta de acceso a la
medicina moderna, lo que hace que los medicamentos sobre la base de hierbas
sean facilmente accesibles y de bajo costo (13). Sin embargo, existen varios
problemas debido al uso masivo que se hace de las plantas medicinales y la
escasa informacion cientifica que se dispone de los preparados que se
distribuyen comercialmente, como son: falta de normas de calidad, falta de
directrices para buenas practicas de fabricacién, datos incompletos de

seguridad y eficacia, escasez de estudios clinicos, etc. (91, 92).

Latinoamérica posee una rica flora de plantas medicinales, la cual representa el
60% de la biodiversidad del mundo vegetal, asi como los conocimientos
tradicionales de su uso como remedios herbarios. Esto significa que existe un

enorme recurso que aun no ha sido explorado a fondo, generando que la
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industria farmacéutica en base de plantas, sea incipiente. Cabe destacar que
existen varios factores que han obstaculizado el desarrollo de este sector,
mencionando: la falta de conciencia de los beneficios médicos y socio-
econdmicos de esta industria, como también, de conocimientos técnicos; la
resistencia a la prescripcion de fitofarmacos; la falta de una politica nacional y
sectorial, como también, de procedimientos de control de calidad y métodos de
normalizacién; dificultad en la disponibilidad de grandes cantidades de plantas
medicinales de alta calidad; falta de tecnologia farmacéutica y validacion
terapéutica de los preparados; etc. Por otra parte, la legislacion para el registro
de fitofarmacos en Latinoamérica es muy heterogénea y varia mucho de pais a
pais. En este sentido, el conocimiento de los aspectos reglamentarios de los
medicamentos sobre la base de hierbas puede ayudar a mejorar la normativa

internacional y promover el comercio entre paises (91, 92).

La definicion de fitofarmaco de la OMS y aprobada en Chile, corresponde a:
“Son productos medicinales acabados y etiquetados cuyos ingredientes activos
estandarizados, estan formados por partes aéreas o subterraneas de plantas u
otro material vegetal, o combinaciones de éstos, en estado bruto o en forma de
preparaciones vegetales. Por material vegetal se entiende: jugos, resinas,

aceites vegetales y cualquier otra sustancia de naturaleza semejante” (57).
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En la naturaleza existen muchas plantas que presentan diversas actividades
benéficas tanto para el hombre como para los animales. Los principios activos
medicinales de las plantas se pueden encontrar en las hojas, tallos, raices,
corteza, flores, semillas y/o en los frutos. Estos compuestos generalmente se
clasifican de acuerdo a su estructura quimica, en la cual un nacleo quimico se
repite en una familia de compuestos, e]. polifenoles, alcaloides, procianidinas,
etc. Al respecto podemos mencionar que existe reconocido consenso que el
nucleo fendlico seria el responsable de la actividad antioxidante de los

compuestos polifendlicos (23).

Las propiedades terapéuticas que se le asignan a los preparados herbales que
se comercializan son muy diversas, destacando propiedades antioxidantes,
anti-cancerigenas, anti-trombadticas, antiinflamatorias, analgésicas,
antimicrobianas, entre otras (2, 17, 32, 69). Sin embargo, en la mayoria de los
casos no existen estudios clinicos que avalen la eficacia de los efectos
terapéuticos y tampoco la seguridad de estos preparados, lo cual ha impedido

el uso de ellos, particularmente en atencion primaria.

Desde el punto de vista farmacolégico, diversos grupos cientificos piensan que
los preparados herbales polivalentes deben ser evaluados bajo las mismas
normas establecidas para los medicamentos alopaticos constituidos por un solo

principio activo, aunque existen grandes diferencias entre los farmacos
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sintéticos y los fitofarmacos. En sentido estricto, un fitofarmaco contiene como
“principio activo” una preparacion vegetal polivalente en lugar de una sustancia
quimica pura (57). Asimismo, el término “principio activo” no se puede aplicar
estrictamente a un fitofarmaco, ya que este preparado contiene multiples
principios activos, los cuales pueden contribuir en forma sinérgica y/o aditiva a
la expresién de su efecto benéfico (87). Esto ha dificultado el desarrollo de
estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos, y los estudios clinicos de dichos

preparados.

A nivel industrial, la elaboracion de un preparado herbal involucra diferentes

etapas. Entre ellas podemos mencionar:

1. Recoleccion del material vegetal. Este se puede obtener de un cultivo
organico, como de plantas silvestres localizadas en zonas climaticas
diferentes, diversidad que puede afectar la proporcion de principios activos
de la planta.

2. Analisis del material recolectado. Este debe ser analizado respecto de la
presencia de contaminantes tales como microorganismos patoégenos,
insectos, metales pesados, pesticidas, etc. Por lo mismo, el material vegetal
es lavado, desinfectado y luego secado, procesos que también deben ser
estandarizados.

3. Proceso de extraccion. Es fundamental la eleccion del método de extraccion

a realizar. De esta eleccién va a depender el tipo y la cantidad de principios
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activos presentes en el extracto final. Asi por ejemplo, debemos pensar en el
solvente de eleccién, el tiempo de maceracién, la temperatura, el proceso de
filtracion, etc.

4. Estandarizacion de las distintas series de preparados. Se prefiere elegir un
principio activo relacionado con el efecto terapéutico del preparado o un
principio activo abundante en el extracto, para analizar los diferentes lotes de
produccion y comparar la homogeneidad de los preparados.

Estas etapas son previas a la realizacion de estudios in vitro para caracterizar

los preparados herbales de acuerdo a sus propiedades.

Una vez obtenido el preparado herbal, este debe ser caracterizado in vitro,
proceso que involucra estudios realizados en 6rganos, cultivos celulares u
organelos subcelulares. Estos estudios nos permiten un acercamiento al
conocimiento de él o los mecanismos de accién farmacolégica del preparado.
Luego, se deben realizar estudios in vivo, los cuales incluyen: 1) estudios
preclinicos conducentes a evaluar la posologia, el rango terapéutico y la
toxicidad del preparado, y 2) estudios clinicos que involucran ensayos de fase |
con un numero acotado de adultos jévenes, fase Il con un mayor numero de
adultos, fase lll en pacientes con la enfermedad y por ultimo los de fase IV o
post-comercializacion que se encargan principalmente de la farmacovigilancia

del preparado (78).
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Los estudios antes mencionados estan perfectamente definidos y normados
para los farmacos sintéticos; sin embargo, no existen estudios para fitofarmacos
(preparados polivalentes). Mas aun, existe controversia respecto de algunos

estudios realizados con compuestos aislados de plantas medicinales (15).

1.2. ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

Los estudios de biodisponibilidad de principios activos utilizando mezclas de

antioxidantes herbales que aparecen en la literatura, son escasos y presentan

varios puntos criticos, entre los cuales es importante mencionar los siguientes:

» Caracterizacion del preparado herbal. El efecto benéfico de un preparado
herbal polivalente o fitofarmaco puede ser el resultado de la accion aditiva
y/o sinérgica de varios principios presentes en dicho preparado (13, 15, 17,
83). Por lo tanto, los compuestos presentes en el extracto en estudio, como
su o sus efectos benéficos son importantes de conocer, ya que ambos se
relacionan entre si. Ademas la concentracion de cada principio activo
generalmente es baja, haciendo dificil su cuantificacion por métodos HPLC.

* Biodisponibilidad de un preparado polivalente. Los estudios de
biodisponibilidad existentes cuantifican un compuesto. Un principio por si
solo no representa al conjunto de principios activos presentes en un
fitofarmaco, ya que el proceso de absorcion y por tanto, la mayor o menor
facilidad de llegar al torrente sanguineo, depende de las caracteristicas

fisicoquimicas propias de cada principio activo. Por lo tanto, el aumento de la
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concentracion plasmatica de dicho compuesto puede o no tener implicancia
en la bioactividad de dicho preparado (17, 70, 88).

* Via de administracion. La mayoria de los preparados herbales se expenden
como forma farmacéutica de administracion oral. Se sabe que muchos
farmacos alteran su estructura en el tracto gastrointestinal, por lo que su
absorcion se ve modificada (15, 17).

» Estudios in vivo. La mayoria de los estudios in vivo se realizan en animales
de laboratorio, como ratones y ratas. Estos estudios nos dan una estimacion
de lo que podria pasar en el ser humano, pero existen diferencias
significativas inter-especie e inter e intra-individuos en cuanto a la absorcion,

distribucion, metabolizacion y excrecion de los principios activos.

La biodisponibilidad de los principios activos herbales, depende de varios
factores. Asi por ejemplo, la biodisponibilidad de los polifenoles fluctia entre
15-60% (47, 88). Dependiendo de su peso molecular y de su polaridad, la
absorcion de estos principios activos se realiza principalmente en el intestino
delgado. Las formas no unidas a azucares (agliconas) de estos compuestos
atraviesan por difusion las membranas de los enterocitos. Los principios activos
unidos a azucares deben desglicosilarse por enzimas especificas para poder
absorberse. Algunas de estas enzimas estan presentes en el intestino y otras
estan presentes en la flora bacteriana del colon, absorbiéndose una pequefa

cantidad en el intestino grueso. Una vez absorbidos los polifenoles se
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metabolizan principalmente en el higado para alcanzar la polaridad suficiente

para ser eliminados por la orina (15, 46, 95).

Cabe agregar que preparados herbales provenientes de una misma droga
vegetal que difieren en su elaboraciéon y también en su formulacion
farmacéutica, presentan propiedades fisico-quimicas diferentes, lo cual implica

diferencias en la farmacocinética y la farmacodinamia de los mismos (15, 17).

1.2.1. Puntos criticos en estudios preclinicos

Los estudios preclinicos se realizan generalmente en modelos de observacién
agudos, en los cuales las determinaciones se efectuan en periodos cortos de
tiempo (horas - dias). Sin embargo, estos estudios no permiten descartar
posibles efectos téxicos que se pueden presentar a largo plazo. Por lo tanto,
deberian ademas, realizarse estudios de toxicidad en modelos cronicos (15,
17). Existen antecedentes acerca de la capacidad de algunos metabolitos
provenientes de polifenoles, los cuales pueden unirse covalentemente a
proteinas, lipidos y ADN, alterando las funciones biolégicas de estas
biomoléculas (15, 17), generando efectos téxicos a corto y largo plazo. Mas
aun, muchos de los efectos benéficos que generan los preparados herbales se
han demostrado en ensayos in vitro (cultivos celulares, tejidos aislados, etc.),
existiendo la tendencia a extrapolar estos resultados a lo que sucederia in vivo

(15, 17).
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Las consideraciones antes expuestas resaltan la importancia de normalizar los
extractos herbales desde el punto de vista de su elaboracién como también
respecto de sus efectos farmacoldgicos. Como una forma de colaborar en este
sentido, en este trabajo se propone desarrollar un modelo que permita evaluar
la biodisponibilidad de fitofarmacos. Ello requiere la elecciéon de algun principio
activo cuya concentracion sea lo suficientemente alta para que ella pueda ser
detectada, cuantificada y separada de otras sustancias por los métodos de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) establecidos para medir
biodisponibilidad. Por otra parte, el principio activo elegido debe desarrollar
algun efecto benéfico plasmatico, igualmente detectable. Asi, como una forma
de avanzar en el estudio farmacocinético de fitofarmacos, en este trabajo se
propuso a los polifenoles como marcadores representativos de la absorcién de
principios activos. Esta eleccién se basé en lo siguiente:

* Los polifenoles son compuestos muy abundantes en todos los preparados
herbales, especialmente aquellos obtenidos de las hojas, donde son los
mayoritarios.

* Poseen reconocida actividad antioxidante, que puede ser detectada en el
plasma sanguineo. En general todas las patologias, en mayor o menor
grado, se asocian a estrés oxidativo. Por lo tanto, los polifenoles que
contribuyen a aumentar las defensas antioxidantes del organismo, pueden
participar en forma aditiva y/o sinérgica a la cura de las diversas patologias,

como también, a mejorar la calidad de vida de los pacientes (64). Es
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importante sefialar, que mezclas de polifenoles herbales se han utilizado en
combinacion con farmacos alopaticos en el tratamiento de diferentes
patologias asociadas a estrés oxidativo, como son las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, la diabetes y las enfermedades

neurodegenerativas, entre otras (16, 17).

1.3. POLIFENOLES HERBALES

Los polifenoles provenientes de plantas poseen estructuras quimicas diversas
que tienen en comun uno o mas grupos fendlicos. Existen muchas formas de
clasificarlos; una de ellas los clasifica en flavonoides, acidos fendlicos y taninos.
Los flavonoides constituyen el grupo mas grande de los polifenoles presentes
en las plantas, y se subdividen en flavanoles, flavonoles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas y antocianidinas. Asimismo, los acidos fendlicos se pueden agrupar
en 4cidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos (49). En la Figura 1 se

dan ejemplos de los distintos polifenoles mencionados.
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1.3.1. Polifenoles y sus mecanismos antioxidantes

Los polifenoles aumentan la capacidad antioxidante celular principalmente a

través de 3 grandes mecanismos:

* Atrapan radicales libres. Los polifenoles poseen un alto potencial redox
que les permite ceder electrones. Es por ello que son capaces de
transformar a los radicales libres (especies inestables con electrones
desapareados) en moléculas estables con enlaces normales (4, 32, 67, 68).

* Modulan la actividad de diferentes enzimas. Inducen las principales
enzimas involucradas en la reduccion de las especies reactivas del oxigeno
(EROs) como son: la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation
peroxidasa y la glutatién reductasa (32, 67). Algunos polifenoles ademas,
inhiben enzimas involucradas en la generacion de EROs, como son:
xantino-oxidasa y NAD(P)H oxidasas (61).

* Quelan metales de transicion como hierro y cobre. Los iones de estos
metales de transicién en su estado reducido, generan EROs a través de las
reacciones de Haber-Weiss/Fenton. Por lo tanto, al quelar estos iones, se

inhibe la generacion de EROs (3, 30, 66).

Los mecanismos antioxidantes antes mencionados, disminuyen la

concentracion de EROs impidiendo que ellos oxiden compuestos como

proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Asi, los polifenoles pueden:

14
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* Inhibir la lipoperoxidacién, proceso fundamental para mantener la integridad
de las membranas bioldgicas de las células de nuestro organismo (32, 67).

* Reciclar antioxidantes, como por ejemplo a-tocoferol (32).

* Inhibir la oxidacién de lipoproteinas de bajo peso molecular o LDL (32, 61,
66).

* Inhibir la formacién de trombos al inhibir la agregacion plaquetaria, la sintesis
de mediadores pro-trombéticos y pro-inflamatorios, la actividad de ciclo-
oxigenasas, la produccion de eicosanoides y la expresién de moléculas de
adhesion (32, 66).

* Proteger al ADN del dafio oxidativo (32).

* |nhibir la expresion de genes mutagénicos, lo que se traduce en la inhibicion
de la expresion de enzimas que estimulan el desarrollo de tumores, como la
RNA reductasa, enzima implicada en el inicio, propagacion y progresion de la

carcinogénesis (32).

La alta concentracion de polifenoles en la generalidad de los fitofarmacos, como
también su capacidad de intervenir en tan diferentes procesos patoldgicos
(todos ellos directamente relacionados con el estrés oxidativo), los convierten
en optimos candidatos como principios evaluables en estudios de
biodisponibilidad de fitofarmacos (17, 70, 88). Sin embargo, no se puede
descartar la presencia de otros antioxidantes como son los compuestos tidlicos,

cuyo principal representante por la abundancia de él en los organismos vivos,

15
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es el glutation (GSH). La principal diferencia de estos compuestos con los
polifenoles, es que el producto proveniente de su oxidacién es nuevamente
reducido por otros compuestos tidlicos como las tiorredoxinas, las
glutarredoxinas y el GSH (50, 86). El producto de oxidaciéon de los fenoles en
cambio es una quinona, compuesto electrofilico que dependiendo de su

lipofilicidad, puede ser muy téxico para el organismo (63).

1.4. ESPECIES VEGETALES
Como fuente de polifenoles, en esta trabajo, se utilizaron extractos hidro-

alcohdlicos de hojas de Buddleja globosa Hope y Plantago major L.

Buddleja globosa Hope.

Perteneciente a la familia de las Buddlejaceae, también es conocido por su
nombre comun como matico. Su forma silvestre crece en cerros y quebradas
entre la regién metropolitana y la duodécima region de Chile. Nativo de la
region, también se ha descrito esta especie vegetal en Argentina y Peru. Es un
arbusto silvestre que puede llegar a medir 3 metros de altura. Las hojas son
opuestas, de 15 cm de largo, lanceoladas y de borde almenado; rugosas en la
superficie superior y felpudas en el inferior. Las flores estan agrupadas en
cabezuelas esféricas tubulosas, de color amarillo, aromaticas, de menos de 1
cm de largo (Figura 2). Floreciendo desde noviembre a mayo (24, 55). Con

respecto a sus principios activos, el matico presenta varios, destacandose
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flavonoides glicosidicos, feniletanoides, iridoides, triterpenoides,
sesquiterpenoides. Dentro de los polifenoles podemos nombrar rutina,
quercetina, apigenina-7-glucésido y luteolina-7-glucésido (51, 58, 59). En
relaciéon con sus efectos terapéuticos, en la literatura existe gran cantidad de
documentos que describen el efecto cicatrizante que posee el matico. Asi, la
infusion de sus hojas es usada en forma tépica para el tratamiento de heridas,
quemaduras, inflamaciones, dolor de garganta, tos y Uulceras externas e

internas, entre otros (4, 25, 52).

Plantago major L.

Perteneciente a la familia de las Plantaginaceas, también es conocido por su
nombre comun de llantén mayor. En Chile, es una especie introducida con
crecimiento en lugares humedos a lo largo de todo el pais. Es una hierba
perenne de tallo grueso, el que apenas sobrepasa el suelo. De este tallo nace
una roseta de hojas robustas, con nervadura paralela. La forma de la lamina de
las hojas es aovada, terminada en punta. El borde puede ser entero o sinuado.
El peciolo es grueso y acanalado. Las flores estan agrupadas en una espiga de
tallo largo; son pequefias, de pétalos amarillentos y estambres de filamentos
blanquecinos (Figura 2). Los frutos son secos y contienen numerosas semillas
negras (11, 24). Con respecto a sus principios activos, podemos mencionar:
acido galacturénico, taninos, alcaloides, esteroides, bases aminadas,

compuestos azufrados y varios compuestos polifendlicos. Dentro de los
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polifenoles podemos nombrar: apigenina-7-glucésido, baicaleina, luteolina-7-
glucodsido, plantaginina, escutelarina, entre otros (11, 24, 69). Los efectos
terapéuticos se asocian a efectos hepato-protectores y antiinflamatorios (14,

69), en los cuales se utilizan principalmente preparados de sus hojas.

Figura 2. Flores y hojas de Buddleja globosa Hope (A) y
Plantago major L (B)

Estos extractos herbales fueron caracterizados de acuerdo a su concentracion
de polifenoles y grupos tioles y se determinaron los efectos antioxidantes de
ellos sobre lipidos vy tioles proteicos. Para evaluar la capacidad antioxidante se
utilizé como sistema biolégico, microsomas hepaticos de rata, preparacion
enriquecida en reticulo endoplasmico hepatico, organelo subcelular donde se
encuentran ubicadas mayoritariamente las principales enzimas de
biotransformacion de xenobidticos: sistema oxidativo del citocromo P450, UDP-
glucuroniltransferasa y una isoforma de la GSH-transferasa. Asimismo, como
sistema oxidante se utilizdé Cu?*/ascorbato, generador de radicales libres del

oxigeno a través de las reacciones de Haber-Weiss/Fenton.
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Los parametros farmacocinéticos, generalmente, se correlacionan en forma
directa con los efectos farmacolégicos de los farmacos sintéticos. Estos
parametros son obtenidos a partir de las curvas concentracion versus tiempo.
Como se menciond anteriormente, existe dificultad para cuantificar un principio
activo presente en un fitofarmaco por los métodos HPLC clasicos. Por lo tanto,
los parametros cinéticos podrian obtenerse de curvas que relacionen algun
efecto farmacoldgico plasmatico a través del tiempo. Es por ello que en este
trabajo se intentd determinar la concentracién plasmatica de compuestos
polifendlicos presentes en los extractos en estudio y ademas, determinar el

efecto antioxidante plasmatico de ellos a través del tiempo.

Para el desarrollo de los estudios de biodisponibilidad se implementé una
técnica HPLC utilizando para ello los siguientes estandares de polifenoles:
catequina, rutina, quercetina, baicaleina, apigenina-7-glucésido y luteolina-7-
glucdsido. A continuacion, muestras de plasma de ratas Sprague-Dawley
tratadas via oral con diferentes dosis de los preparados herbales en estudio,
fueron analizadas por el método HPLC para cuantificar los estandares antes
mencionados. Paralelamente, se cuantific6 la capacidad antioxidante
plasmatica de dichas muestras. Los resultados obtenidos se discuten al final de
este manuscrito, desde el punto de vista farmacocinético y su posible aplicacion

al desarrollo de fitofarmacos seguros y eficaces.
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2. HIPOTESIS

“Los preparados de Buddleja globosa Hope (matico) y Plantago major L.
(llantén) presentan diferente concentraciéon de polifenoles totales y diferente
actividad antilipoperoxidante y protectora de tioles proteicos. Asimismo, la
administracion oral de estos preparados a ratas Sprague-Dawley, provocan un

aumento temporal de la capacidad antioxidante plasmatica.”
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Correlacionar la capacidad antioxidante plasmatica con la concentracién de
polifenoles totales después de la administracion oral a ratas Sprague-Dawley de
un extracto estandarizado de Buddleja globosa Hope (matico) y otro de

Plantago major L. (llantén).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Determinar la concentracion de polifenoles y tioles totales de los
extractos herbales.

3.2.2. Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos herbales
determinando su capacidad de:
3.2.2.1. Inhibir la oxidacion de los lipidos y tioles microsémicos.
3.2.2.2. Quelar iones Cu®".
3.2.2.3. Inhibir la actividad GSH-transferasica microsémica.

3.2.3. Implementar un método HPLC, para determinar el perfil de los
compuestos fendlicos presentes en los extractos herbales.

3.2.4. Determinar por el método HPLC la concentracion de polifenoles
plasmaticos en ratas tratadas con diferentes dosis orales de los

extractos herbales.
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3.2.5. Evaluar la capacidad reductora de hierro y la concentracion de
malondialdehido en el plasma de ratas tratadas con diferentes

dosis orales de los extractos herbales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.MATERIALES

4.1.1. Reactivos

Soluciéon amortiguadora de pH Tris-HCI, GSH, reactivo de Ellman: acido 5,5-
dithiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), albumina bovina (Fraccion V), ditiotreitol
(DTT), N-acetil-cisteina (NAC), cisteina, catequina, rutina, quercetina y
baicaleina adquiridos en Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Acido tricloroacético (ATC), &cido tiobarbitirico (ATB), ascorbato de sodio,
CuSO4, MgCly, FeSOQqy, ftripiridil-s-trazina (TPTZ), malondialdehido (MDA),
HsPO4, NaOH, tertbutil hidroxitolueno, etanol, metanol, acetonitrilo, acetato de
etilo, dietileter, acetona, HCI, acido acético y reactivo de Folin-Ciocalteu
adquiridos de Merck S.A., Chile. 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno (DNB) adquirido
en ACROS Organics (New Jersey, NJ, USA). Luteolin-7-glucdsido adquirido en
Phytolab y apigenina-7-glucésido adquirido en Fluka. El resto de los reactivos

utilizados fueron de calidad p.a.

Los extractos hidro-alcohdlicos (50:50 = etanol: agua) de matico y llantén fueron

donados por Laboratorios Ximena Polanco®.
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4.1.2. Obtencion de la droga vegetal

Las hojas de matico y llantén provenientes de cultivos organicos, fueron
recolectadas en el mes de Noviembre (previo a su floracién) (81, 82). La droga
vegetal obtenida fue revisada por el Departamento de Control de Calidad de
Laboratorios Ximena Polanco, luego se realizd el proceso de elaboracién de los
extractos que es informacion confidencial y propiedad de la empresa. Sin
embargo, se nos aporto la informacion del proceso de preparacion y
caracterizacion de los extractos de hojas de matico y llantén que son los que se
muestran a continuacién. Se adjuntan los certificados de andlisis de los

extractos de matico y llantén entregados por la empresa en Anexo 1.

Las hojas de matico y llantén fueron lavadas y sometidas a un proceso de
secado en equipos especializados hasta obtener un maximo de 10% de
humedad. Las condiciones de tiempo y temperatura estan definidas y normadas
en el laboratorio segun la especie vegetal. Tras el secado se procedi6 a la
obtencion del tamafo de particulas apropiado para la extraccidon de los
principios activos, a través de la utilizacién de equipos procesadores especiales.
Antes de iniciar el proceso de extraccion, se determinaron las caracteristicas
botanicas para confirmar la especie vegetal y las caracteristicas quimicas que
determinan la presencia de flavonoides, taninos y saponinas. Luego, se inicio el
proceso de extraccion utilizando como solvente etanol/agua. Las variables

como proporcion de etanol, temperatura, agitacion y/o tiempo de maceraciéon
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que necesita cada preparado para su optima extraccion, estan estandarizadas
para cada especie vegetal, de acuerdo a parametros internos de la empresa.
Finalizado el tiempo de maceracion, los preparados se filtraron para obtener los

extractos hidro-alcohdlicos finales.

Los extractos asi obtenidos se caracterizaron de acuerdo a sus propiedades
organolépticas, fisico-quimicas e identificacion quimica de algunos
componentes. Los procedimientos a través de los cuales se llevan a cabo estos
procesos son realizados bajo normativas de la Farmacopea Chilena (10),
Documento 32 OMS (89), Métodos de Control de Calidad para Materiales de
Plantas Medicinales, OMS (90) y Guia para la Industria, Productos de Farmacos
Botanicos, FDA (76). Los resultados de estos analisis se encuentran en el

certificado de calidad entregado por la empresa (Anexo 1).

4.1.2.1. Propiedades organolépticas:

a) Aspecto: En un tubo de ensayo se colocaron 5 mL de muestra y se observo
la transparencia; no debe existir particulas extrafias en suspension.

b) Color: En un tubo de ensayo se colocaron 5 mL de muestra y se observo el
color.

¢) Olor: En un tubo de ensayo se colocaron 5 mL de muestra y se percibio el

olor.
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4.1.2.2. Propiedades fisico-quimicas:

a) pH: se determind en un pH-metro a 20 °C.

b) Grado alcohdlico: se determind a 20 °C mediante un alcoholimetro cuya
graduacion fluctua entre 0 ° — 100 °GL.

c) Residuo sélido: un volumen medido de extracto se colocd en una capsula
de porcelana previamente tarada. Luego se evapord el solvente en un horno
a 100 °C hasta peso constante. Por diferencia de pesada se obtuvo el peso

del residuo sélido de acuerdo a la siguiente formula:

Pf — Pcv X 100 = Residuo sdlido %

Pcm — Pcv

Donde: Pf: Peso final
Pcv: Peso capsula vacia

Pcm: Peso capsula + muestra

4.1.2.3. Identificaciéon quimica:

a) Flavonoides: sea determiné mediante la técnica de Schivata. La reaccién
positiva produce una coloracién que varia de amarillo, anaranjado, rosado a
rojo, rojo a crinson, crinson a magenta, algunas veces coloraciéon azul o
verde. La muestra a analizar se mezclé con HCI concentrado y granallas de

Magnesio (Mg°); el hidrogeno liberado en la reaccion entre este acido y el
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magnesio metadlico, reduce al flavonoide. La ecuacion quimica que

representa esta reaccion se muestra en la Figura 3.

OH

Mg
B ———————
EtOH / HCl

Figura 3. Reaccion de Schivata

b) Taninos: Estos compuestos se reconocieron mediante la prueba del FeCls.
La reaccion positiva se debe a la formaciéon de un complejo coloreado, cuyo
color va del verde al azul dependiendo de la clase de taninos (azul= taninos
galicos; verde= taninos catéticos). En este caso el i6n férrico forma un

complejo coloreado con los -OH fendlicos, como se muestra en la Figura 4.

o / N
7 e P

v ~ H ™~ —> \
o—Gal H HO ¢
Gal—O —o0—=Gal o
H o—Gal
Gal = gallic

Figura 4. Reaccidn de taninos con cloruro férrico
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c) Saponinas: La presencia de saponinas se determiné mediante:

* La prueba de la espuma. La muestra se agitdé vigorosamente hasta la
aparicion de espuma persistente por una hora o mas.

* Cromatografia en capa fina (CCF) (84). Se utilizaron placas de silica-gel y
como solvente de elusion, cloroformo-metanol-agua (60:40:4). Una vez
corrido el cromatograma, la placa se secé y luego se revelé con
anisaldehido sulfurico. Al examinar el cromatograma a la luz visible,
aparece una banda café claro, que indica la presencia de saponinas. El
anisaldehido se condensa con las saponinas y este derivado es el
responsable del color observado. En la Figura 5 se puede observar la
estructura quimica de los compuestos mencionados. El anisaldehido se
preparé6 mezclando 0,5 mL de anisaldehido con 10 mL de acido acético

glacial; luego se agreg6 85 mL de metanol y 5 mL de H,SO,4 concentrado.

OH OH
HO” > Y07 Yo
OH Oj/\c:j/
HO “'OH
OCH;,

A OH B

Figura 5. Estructura quimica de (A) anisaldehido y (B) saponina
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1.1.METODOS

4.2.1. Animales de experimentacion

Para los estudios realizados in vitro e in vivo se utilizaron ratas machos de 3
meses de edad y un peso promedio de 300 g de la cepa Sprague-Dawley. Los
animales fueron mantenidos con una dieta normal (pellet Kimber), agua ad
libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiente de 21 °C. Estos
animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Todos los procedimientos fueron aprobados por el

Comité de Bioética (Protocolo CBA #0486 FMUCH, Anexo 2).

4.2.2. Preparacion de microsomas hepaticos

Los microsomas hepaticos de rata (preparaciéon experimental enriquecida en
reticulo endoplasmico) fueron utilizados como sistema bioldgico para medir la
capacidad antioxidante de los extractos de matico y llantén (35).

La obtencion de los microsomas se realizé a partir de ratas Sprague-Dawley las
cuales se mantuvieron en ayunas durante 15 h previas al sacrificio, con agua ad
libitum. Al cabo de este periodo, los animales se sacrificaron de acuerdo a los
métodos aceptados por la “Asociacion Médico Veterinaria de América”
(www.ivis.org) y la “Asociacion Chilena de Ciencias de Animales de Laboratorio
(ASOCHICAL)”, el que contempla la utilizacion de una guillotina especial para

realizar la decapitacion de los animales, procurando una muerte rapida, con
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minimo sufrimiento. Los higados se perfundieron in situ con 0,9 % P/V NaCl, se
removieron por incision, y luego se mantuvieron en hielo. Luego se limpiaron de
tejido conectivo y vasos sanguineos, se seccionaron en trozos pequefios y se
homogenizaron 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 asi preparado se centrifugd a 9.000 g por
15 min y el pellet se descart6. El sobrenadante obtenido se centrifugé a 105.000
g por 60 min. El pellet obtenido de esta centrifugacion corresponde a la fraccién
microsémica, la que se almacend a -80 °C en un freezer lIShin modelo DS8514
por no mas de 3 meses para su uso posterior. Todos los procedimientos de
homogeneizacion y fraccionamiento se realizaron a 4 °C. La cuantificacion de la
proteina microsomica se determiné por el método espectrofotométrico de Lowry
y cols. (1951) (44), utilizando albumina sérica de bovino (fraccién 1V) como

estandar. Los resultados se expresaron en mg de proteina microsémica/mL.

4.2.3. Cuantificaciéon de polifenoles totales

La concentracion de polifenoles presentes en los preparados de matico y llantén
se determiné a través del método de Folin-Ciocalteu descrito en Letelier y cols.,
(2009) (42).

En un volumen final de 2 mL la mezcla de reaccion contenia: 20 uL del extracto
herbal diluido adecuadamente, 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, 300 pyL de

carbonato de sodio 20 % P/V y agua destilada suficiente para completar 2 mL.
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El blanco contenia todos los reactivos con excepcion de los extractos herbales.
Todas las mezclas asi obtenidas se incubaron a oscuridad durante 2 h. Al
finalizar este periodo la absorbancia de las muestras se registr6 a 760 nm
usando los blancos respectivos como referencia. La linealidad del método se
analizo realizando una curva de calibracion utilizando catequina como estandar:
catequina [(+) — cianidol — 3 - (2R, 3S) - 2-(4,4-dihidroxifenil) - 3,4-dihidro -
1(2H) — benzopiran - 3,5,7-triol - (+) - trans-3,3°,4°,5,7 - pentahidroxiflavona)].
Los resultados se expresaron en pymoles equivalentes de catequina/mL de
extracto, en g equivalentes de catequina/100 g de droga vegetal, en mmoles
equivalentes de catequina/g de extracto seco y en mg equivalentes de

catequina/g de extracto seco + su desviacion estandar (DE).

4.2.4. Cuantificacion de tioles totales

La concentracion de tioles presentes en los preparados de matico y llantén se
cuantifico a través de la reaccion de Ellman, que mide la aparicion equimolar de
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (ATNB) (coeficiente de extincion 13.600 M x cm™)
(37). En la Figura 6 se observa la reaccion del acido 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) con enlaces SH-, que produce ATNB. Como estandar de
referencia se utiliz6 GSH.

La mezcla de reaccion contenian en un volumen final de 1 mL: concentraciones
adecuadas del extracto herbal, 50 yL de DTNB 2 mM disuelto en acetato de

sodio 50 mM (reactivo preparado al momento de usar), 100 yL de solucién
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amortiguadora de pH TRIS 1 M pH 8 y agua destilada suficiente para completar
1 mL. Los blancos contenian todos los reactivos excepto el DTNB. Las mezclas
de reaccion se incubaron durante 10 min y luego se determiné la absorbancia
de las muestras contra sus blancos a 412 nm. La linealidad del método se
analizo realizando una curva de calibracion utilizando glutation como estandar.
Los resultados se expresaron en pmoles equivalentes de glutation/mL de
extracto, en g equivalentes de glutation/100 g de droga vegetal, en mmoles
equivalentes de glutation/g de extracto seco y en mg equivalentes de glutation/g

de extracto seco * su desviacion estandar (DE).

NO2
HOOC
NO,
COOH
@\ " HS—H,C._ 7/
/S C
HOOC S H O\
NH,
DTNB l
NO, NO,
:[::1\ . HOOC
HOOC SH
COOH
ATNB S———S——HZC\\C/
~\
H N,

Figura 6. Reaccion de Ellman
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4.2.5. Condiciones oxidativas experimentales

Se utiliz6 como sistema oxidante una mezcla de sulfato de cobre 25 nM y
ascorbato de sodio 1 mM. Este sistema (Cu?‘/ascorbato), a través de las
reacciones de Haber-Weiss/Fenton, genera EROs, principales especies

oxidantes celulares (37).

4.2.6. Lipoperoxidacion microsémica

Se estim6é midiendo las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico por el
método descrito en Letelier y cols., (2005) (37), utilizando Cu®*/ascorbato como
fuente generadora de EROs. El malondialdehido generado como producto de
descomposicion de los lipoperdxidos formados, reacciona con el acido
tiobarbiturico dando lugar a un conjugado, el cual posee una absorbancia
maxima a 532 nm y su coeficiente de extincion es 156.000 M x cm™. En la
Figura 7 se observa la reaccion del acido tiobarbiturico con el malondialdehido.
La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 mL: concentraciones
adecuadas del extracto herbal, solucién amortiguadora de pH fosfato de potasio
50 mM pH 7,4 y proteina microsémica 0,2 mg/mL. Las mezclas se incubaron
durante 10 min a 37 °C en un bafio termorregulado con agitacion constante.
Luego se adicioné CuSO4 25 nm mas ascorbato de sodio 1 mM y se incubaron
durante 20 min a 37 °C. Al cabo de este periodo se adiciond a los blancos y las
muestras 0,25 mL de ATC al 20 % frio (4 °C). Para eliminar las proteinas

precipitadas se centrifugaron las muestras a 9.000 g durante 10 min en una
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centrifuga refrigerada (4°C). Alicuotas de 0,5 mL de los sobrenadantes se
mezclaron con 0,5 mL de ATB al 1 % y se incubaron durante 60 min a 50 °C
para desarrollar la reaccién colorimétrica. Al cabo de este periodo, se leyé la
absorbancia de las muestras a 532 nm contra los blancos respectivos en un
espectrofotdmetro acoplado a un computador. Los blancos contenian todos los
reactivos, excepto la proteina microsémica. Los resultados se expresaron en L
de extracto/mg proteina microsémica, en ug equivalentes de catequina/mg
proteina microsémica y en ug de extracto seco/mg proteina microsémica que
fueron capaces de inhibir el 50% de la oxidacion de lipidos microsémicos + su

desviacién estandar (DE).

HS,. N. ,OH o)
) 1]4 | . \\\\C CH, C 50°C /NYSH
N-"H e H 60' \CH N + 2H0
OH OH
Acido Tiobarbitarico Malondialdehido Complejo coloreado
color rosado

Figura 7. Reaccion del acido tiobarbiturico

4.2.7. Oxidacion de tioles microsémicos

La medicion de los tioles totales se realizd espectrofotométricamente
cuantificando el ATNB liberado en la reaccién entre el DTNB y los grupos
sulfhidrilos presentes en la muestra (37). Este compuesto absorbe a 412 nm y

su coeficiente de extincion es 13.600 M x cm™. La mezcla de reaccion
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contenia en un volumen final de 1 mL: concentraciones variables del extracto
herbal, solucién amortiguadora de pH TRIS 1 M pH 8, proteina microsémica 0,1
mg/mL y agua destilada suficiente para completar 1 mL. Las mezclas asi
preparadas se incubaron durante 10 min a 25 °C. Luego, se adicion6 CuSQO4 25
nm y ascorbato de sodio 1 mM y se incubaron durante 30 min a 25 °C. Al cabo
de este periodo se adicioné a los blancos y las muestras, DTNB 2 mM disuelto
en acetato de sodio 50 mM (reactivo preparado al momento de usar) y se
incubaron durante 10 min a 25 °C antes de determinar la absorbancia de las
muestras contra sus blancos a 412 nm. Los blancos contenian todos los
reactivos excepto la proteina microsémica. Los resultados se expresaron en pL
de extracto/mg proteina microsémica, pg equivalentes de GSH/mg proteina
microsomica y en pg de extracto seco/mg proteina microsomica que fueron
capaces de inhibir el 50% de la oxidacion de tioles microsémicos + su

desviacién estandar (DE).

4.2.8. Isobologramas

Los isobologramas son representaciones graficas en un eje de coordenadas de
dosis equi-efectivas de dos o mas farmacos (74, 77). Para obtener los datos
necesarios para la construccién de los isobologramas utilizamos el extracto de
matico y el de llantén (60, 74, 77, 85). Se estudiaron los efectos antioxidantes
de la mezcla de ambos extractos herbales sobre la oxidacién de los lipidos y

tioles microsémicos. Las mezclas en estudio estaban constituidas por una
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concentracion fija, el IC,s, de uno de los extractos y concentraciones menores al
ICso del otro extracto. En estas condiciones se obtuvo el ICso de la mezcla de los

extractos herbales en estudio.

4.2.9. Quelacién de Cu®*

Para estudiar esta propiedad de los extractos herbales, se determiné la
modificacion del espectro de una soluciéon de CuSO4 0,5 mM entre 200 y 600
nm, en ausencia y presencia de los extractos herbales en estudio en un
espectrofotometro UV-VIS modelo UV3 acoplado a un computador. El espectro
del CuSO; 0,5 mM se realizd utilizando como referencia, solucidn
amortiguadora de pH 50 mM; pH 7,4. La referencia en el caso de las mezclas
CuSOud/extracto fue una alicuota del extracto en ensayo (10 pL) diluida en

solucion amortiguadora de pH fosfato de potasio 50 mM; pH 7,4.

4.2.10. Actividad GSH-transferasica microsémica

Esta actividad se determiné por el método descrito en Letelier y cols., (2006)
(38). La conversion del sustrato 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno (DNB) en
conjugado de GSH, produce un cambio en las propiedades espectrales de este
sustrato que se aprovecha para cuantificar la reaccion (Figura 8). El conjugado
formado posee una absorbancia maxima 340 nm y su coeficiente de extincion

es 9.600 M x cm™.
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Cl SG
NO: GsT NO2
GSH + —_— +  HCI

NO, NO2

Figura 8. Reaccion enzimatica entre GSH y DNB catalizada por la GSH-
transferasa (GST)

La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de 1 mL: concentraciones
variables del extracto herbal, proteina microsémica 0,1 mg/mL, GSH 4 mM,
solucion amortiguadora de pH fosfato de potasio 0,1 M pH 6,5 y DNB 1 mM. Se
utilizé como blanco un sistema que contenia todos los componentes de la
mezcla de reaccion, excepto GSH. La reaccion se inici6 agregando el GSH a
las muestras. La velocidad de reaccidon se determind, midiendo en forma
continua a 20 °C, el aumento de absorbancia a 340 nm en un espectrofotometro
UNICAM VIS modelo 3, termorregulado y acoplado a un computador. Los
resultados se expresaron en umoles equivalentes de -SH/0,1 mg de proteina
microsémica que fueron capaces de inhibir el 50% de la actividad GSH-
transferasica (GST) + su desviacion estandar (DE). Estos valores para los
extractos de matico y llantén fueron obtenidos al titular los tioles (Tabla 1),
considerando como estandar GSH que posee un grupo tiol (-SH) por mol. Para
DTT, NAC y cisteina, la cantidad de tioles se obtuvo de sus respectivas curvas

de calibracion (datos no mostrados).
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4.2.11. Tratamiento oral de los animales con los extractos de matico y
llantén

Los animales fueron distribuidos en grupos de 3 animales cada uno. Los
extractos de matico y de llantén fueron administrados via oral a los animales,
mediante gavage (administraciéon de medicamentos a un animal a través de un
tubo que va de la garganta al estbmago).

Las dosis administradas fueron:

DOSIS
mg equivalentes de mg de extracto
GRUPO
catequina/Kg peso vivo seco/Kg peso vivo
Matico A (Dosis 1X) 0,546 2,0
Matico B (Dosis 10X) 5,46 20,0
Llantén A (Dosis 1X) 0,546 4.6
Llantén B (Dosis 5X) 2,73 23,0

A estos grupos se les adicion6 el grupo control que recibi6é sélo agua, 300 pL,
volumen equivalente al de los extractos administrados. El grupo llantén B
recibié la dosis 5X y no 10X como fue el caso del matico, debido a que el
volumen calculado para contener 5,46 mg equivalentes de catequina sobrepasoé
la capacidad estomacal de la rata (12). Los calculos de las dosis de extracto
mencionadas para las ratas se realizaron considerando los voliumenes de
fitofarmacos liquidos aconsejados como dosis diarias por la empresa: 1,5
mL/dia para humanos (70 Kg) y la diferencia metabdlica de la rata, que

corresponde a un metabolismo 4 veces mayor que la del humano (33).
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Este tratamiento se realizO en el Bioterio periférico del Centro de
Investigaciones Farmacoldgicas y Toxicologicas de la Facultad de Medicina
Division Occidente de la Universidad de Chile. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile (Protocolo CBA #0486 FMUCH, Anexo 2).

La Figura 9 muestra un cuadro resumen de los tratamientos, como también de

los tiempos testeados. El numero de animales por grupo (3) fue calculado

considerando el tamafo muestral de casos y controles (45).
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GRUPO | Control | Matico A | Matico B | Llantén A | Llantén B

a
Y

— b — — N —

— e —

10

Tiempo de extraccion de sangre (horas)
a

RN - — S
12 = 2N P AR, P a ~Q

Figura 9. Protocolo de tratamiento de los animales. Las condiciones del
tratamiento con los extractos herbales se encuentran descritas en Métodos.

4.2.12. Estudios Toxicolégicos
Los estudios preclinicos en animales, nos permiten determinar la eficacia y
seguridad de los compuestos en estudio. Para determinar la seguridad, es

necesario hacer estudios toxicolégicos que nos den informacién de los efectos
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secundarios que pueden producirse en un ser vivo. Asi, se determind la

toxicidad aguda tras la administracion de las dosis de los extractos a ratas

Sprague-Dawley. El objetivo fue obtener datos sobre los efectos producidos en

el animal después de una unica exposicién del fitofarmaco. Para esto se

observaron a los animales después de la administracion del extracto herbal

desde el tiempo 0 a 12 h post-administracién segun los siguientes parametros:

* Aspecto: si el pelaje presenta un aspecto normal, en mal estado, con
secreciones oculares y/o nasales o si presenta una postura anormal.

* Comportamiento espontaneo: si es normal, si presenta pequefios cambios,
inactividad, automutilacién, vocalizacion anormal y/o hiperactividad.

* Comportamiento en respuesta a la manipulacioén: si es normal, si presenta
pequefos cambios, cambios moderados, agresividad o animal comatoso.

» Constantes vitales: si es normal, si hay cambios notorios en la temperatura
corporal, frecuencia cardiaca o respiratoria.

¢ Mortalidad.

Las ratas se mantuvieron en jaulas identificadas para cada grupo y se

observaron los parametros sefialados previamente. En la Figura 10 se observa

coémo se identificaron las jaulas en los diferentes grupos en estudio.
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Grupo Jaula: color azul Ratas: cola marca azul
Control 1 —_ &
| Marca azul en la cola |
Grupo Ratas: cola marca rojo
Matico -
A 1
| Marca roja en la cola |
GrupO Ratas: cola marca naranjo
Matico — o
B 1
| Marca naranjo en la cola |
Grupo Ratas: cola marca verde
Llantén | P
A S !
- Llantén 1
M‘v ~ | Marca verde en la cola |

Figura 10. Modo de Identificacion de las jaulas de los animales bajo
tratamiento

4.2.13. Obtencion de las muestras de plasma
Las muestras de sangre de las ratas fueron obtenidas por puncion cardiaca a
los tiempos 0-2-4-6-8-10-12 h post-administracion de los tratamientos (Figura

9). Para ello, los animales se anestesiaron previamente con una mezcla de
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Ketamina con Xilacina (dosis: Ketamina 50 mg/Kg + Xilacina 15 mg/Kg) (20).
Las muestras de sangre fueron recibidas en tubos con EDTA (8) y luego
centrifugadas a 3000 rpm por 20 min en una centrifuga Jouan GR412
refrigerada a 4 °C. Los sobrenadantes correspondientes a las muestras de
plasma se guardaron a -20 °C hasta su procesamiento.

Posteriormente los animales se sacrificaron por decapitacion en el Bioterio
periférico del Centro de Investigaciones Farmacoldgicas y Toxicolégicas (IFT),
de la Facultad de Medicina, Division Occidente de la Universidad de Chile, tal

como lo sefala el protocolo de bioética.

4.2 14. Capacidad plasmatica reductora de hierro (FRAP)

Esta metodologia se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por Benzie y
Strain (1996) (9). Esta técnica mide la capacidad del plasma de reducir Fe** a
Fe?" el cual, a un pH bajo, forma un complejo coloreado Fe?" con la 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). Este complejo absorbe a 593 nm. Los valores
obtenidos se comparan con una solucién acuosa que contiene iones ferrosos
de concentracion conocida. Los valores de absorbancia son lineales en un
amplio rango de concentraciones con mezclas de antioxidantes, incluyendo el
plasma y soluciones que contienen un antioxidante purificado.

Para llevar a cabo estas determinaciones, se preparé el reactivo FRAP
mezclando 10 volumenes de solucidn amortiguadora de pH acetato 300

mmol/L, a pH 3,6; con 1 volumen de TPTZ 10 mmol/L en HCI 40 mM y con 1
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volumen de FeClz 20 mM. A continuacion, 3 mL del reactivo FRAP se
calentaron a 37 °C y se leyé su absorbancia a 593 nm contra agua.
Posteriormente, se anadieron 100 yL de la muestra y 300 uL de agua des-
ionizada al reactivo FRAP, y se leyd la absorbancia durante 8 min a una
longitud de onda de 593 nm en un espectrofotdmetro. La muestra se incub6 a
37 °C durante todo el periodo de seguimiento. El reactivo blanco se resta de la
capacidad de absorcion final y el resultado se comparé con la curva estandar
preparada utilizando distintos concentraciones en el intervalo de 100-1000 mM
de FeSO,. La linealidad de la relacién entre la concentracion de Fe®* vy la
capacidad de absorcion es muy buena dentro de este rango de concentracion
(r=0,9899), segun lo descrito por Rodrigo y cols., 2005 (65). Los resultados se

expresaron en UM/L de plasma + su desviacion estandar (DE).

4.2.15. Determinacién de malondialdehido plasmatico (MDA)

Ademas de determinar la capacidad reductora de hierro plasmatico, y como
una forma de corroborar la capacidad antioxidante plasmatica, se determiné la
concentraciéon de malondialdehido (MDA) a través de un método HPLC con
detector de fluorescencia. En este caso la reaccion de formacion de
malondialdehido se detiene adicionando a la muestra de plasma 20 uL/mL de
terbutil-hidroxitolueno (BHT 10 mM) hasta su procesamiento y cuantificacion.
La cuantificacion de MDA fue desarrollado a través de una deteccidn

fluorimétrica descrita por Young y Trimble, 1991 (96).
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La reaccion con el acido tiobarbiturico se produce al mezclar 250 uL de acido
fosférico 1,22 M con 450 pL de agua grado HPLC, 50 uL de la muestra 'y 250 uL
de acido tiobarbitarico 0,44 M. Esta mezcla se incubdé por 1 h a 100 °C y
después se dejo enfriar en hielo. A continuacion a 200 yL de la mezcla, se
adicionaron 360 puL de metanol grado HPLC mas 40 yL de NaOH 1 M. Las
condiciones cromatograficas fueron: Fase Mdvil=solucién amortiguadora de pH
fosfato 25 mM pH 6,5:Metanol (50:50, % V/V); flujo=0,8 mL/min; Deteccion
excitacion=532 nm y emision=553 nm. Los resultados se expresaron como yM

de MDAV/L de plasma % su desviacion estandar (DE).

4.2.16. Analisis estadistico

Las pruebas de significado estadistico de los resultados obtenidos en este
trabajo, se realizaron mediante la prueba t de Student, utilizando para ello el
programa computacional GraphPad Prism 5,0. Los coeficientes de regresion
lineal (r) y la prueba de carencia de ajuste (F) se realizaron utilizando el
programa computacional Excel 2011. Para los ensayos in vivo, se utilizé la
prueba de Mann-Whitney no pareado. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando el valor de p fue < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. CONCENTRACION DE POLIFENOLES Y TIOLES TOTALES DE LOS
EXTRACTOS HERBALES DE MATICO Y LLANTEN

En todas las etapas de procesamiento realizadas, los extractos hidro-
alcohdlicos de matico y llantén se prepararon bajo las mismas condiciones.
Por lo tanto, la unica diferencia entre ambos extractos es la especie vegetal
utilizada. Se adjunta certificado de analisis de los extractos entregados por la

empresa privada (Anexo 1).

La Tabla 1 muestra el contenido total de polifenoles y tioles de los extractos de
matico y llantén. Los resultados fueron expresados como: umoles equivalentes
de estandar/mL de extracto; g equivalentes de estandar/100 g droga vegetal,
mmoles equivalentes de estandar/g de extracto seco y mg equivalentes de
estandar/g de extracto seco. Los estandares utilizados para las
determinaciones de polifenoles y tioles fueron catequina y GSH,
respectivamente. Independiente de la forma de expresion de los resultados,
las concentraciones de polifenoles como también de tioles del extracto de
matico fueron aproximadamente 3 veces superiores a las del extracto de
llantén. Asi, las concentraciones de polifenoles totales expresados como

pmoles equivalentes de catequina/mL del extracto de matico y llantén fueron
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21,8 £+ 1,15y 7,6 + 1,48; respectivamente. Por otra parte, las concentraciones
de tioles totales expresados como pmoles equivalentes de GSH/mL de
extracto para los extractos de matico y llantén fueron 0,71 £ 0,09 y 0,27 + 0,05;
respectivamente. Interesantemente, para ambos extractos se observd que la
concentracion de polifenoles era significativamente mayor a la de tioles,

alcanzando un valor aproximado de 30 veces.
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Tabla 1. Caracterizacion de los extractos herbales en estudio

Matico Llantén
Contenido Total de Polifenoles
[umoles equivalentes de catequina/mL de extracto] 21,80+£1,15* 7,63+1,48
[g equivalentes de catequina/100 g droga vegetal] 6,33+0,33* 2,21+0,43
[mmoles equivalentes de catequina/g de extracto seco] 0,96 +£0,05* 0,41 +0,08

[mg equivalentes de catequina/g de extracto seco]

278,67 £ 14,51~

119,01 + 23,22

Contenido Total de grupos Tioles

[umoles equivalentes de glutation/mL de extracto] 0,71 +0,09 0,27 £ 0,05

[g equivalentes de glutatiéon/100 g droga vegetal] 0,218 £ 0,028 * 0,083 £ 0,015
[mmoles equivalentes de glutation/g de extracto seco] 0,03 £ 0,004 * 0,02 £ 0,003

[mg equivalentes de glutatidon/g de extracto seco] 9,53+£1,20 * 4,50 + 0,83

Droga vegetal: 1 g de droga vegetal rinde 10 mL de extracto, para ambas especies vegetales.
Extracto seco: 1 mL de los extractos de matico y llantén rinden 22,7 y 18,4 mg de extracto
seco, respectivamente. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos
independientes + DE. El significado estadistico de los resultados se analizo a través del test de
Student comparando el extracto de matico con respecto al extracto de llantén a igualdad de
expresion de unidades de concentracion; (*): diferencia estadisticamente significativa, p<0,05.
La cuantificacion de polifenoles y tioles totales se realizé de acuerdo a lo descrito en la seccién

Métodos.
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5.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE LOS EXTRACTOS
HERBALES DE MATICO Y LLANTEN

5.2.1. Inhibicion de la oxidacién de lipidos y tioles microsémicos

Ambos extractos fueron capaces de prevenir la oxidacién de los lipidos y los
tioles microsémicos inducida por el sistema Cu®*/ascorbato. La Figura 11
muestra las curvas semi-logaritmicas concentracion-respuesta que expresan
el efecto de los extractos de matico (Figura 11A) y llantén (Figura 11B) sobre
la lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema Cu?*'/ascorbato.
Asimismo, la Figura 12 muestra las curvas semi-logaritmicas concentracion-
respuesta que expresan el efecto de los extractos de matico (Figura 12A) y
llantén (Figura 12B) sobre la oxidacién de los tioles microsémicos inducida por
el sistema Cu?'/ascorbato. A partir de estas curvas se obtuvieron los valores
de ICsp, los cuales representan la concentracion de extracto que inhibe el 50%
de la lipoperoxidacion y la oxidacion de los tioles microsémicos, ambas

reacciones inducidas por Cu®*/ascorbato (Tabla 2).

El efecto antilipoperoxidante del matico indicado por su valor de ICs
expresado en volumen de extracto agregado/mg de proteina microsémica, fue
aproximadamente 3 veces menor al de llantén: 1Cso matico= 0,39 uL vs ICsg

llantén= 1,25 uL/mg proteina microsémica (Tabla 2).
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El efecto protector sobre los tioles microsdomicos provocado por los extractos
fue similar al obtenido en la lipoperoxidacién microsémica. Asi, los valores de
ICs0 mostraron que el volumen agregado del extracto de matico/mg de
proteina microsdmica para prevenir en un 50% la oxidacion de los tioles
microsémicos inducida por Cu®*/ascorbato, fue 3 veces menor que el volumen
de llantén: ICsp matico= 0,86 uL vs ICsy llantén= 2,80 uL/mg proteina

microsémica (Tabla 2).

Sin embargo, cuando los microsomas fueron incubados con igual
concentracion de polifenoles totales (ug equivalentes de catequina/mg de
proteina microsdmica), los valores de ICsy fueron similares. Asi, para la
prevencion de la lipoperoxidacién microsémica los ICso fueron 2,47 y 2,77 ug
equivalentes de catequina/mg de proteina microsémica para matico y llantén,
respectivamente. Asimismo, los valores de ICsy para la prevencion de la
oxidacion de los tioles microsémicos fueron 0,19 y 0,23 pg equivalentes de
GSH/mg de proteina microsémica para matico y llantén, respectivamente. Esto
indicaria que las actividades antioxidantes medidas, dependerian
preferentemente del contenido de polifenoles y tioles totales presentes en

ambos extractos.

Es relevante mencionar que en los sistemas bioldgicos, los compuestos

tidlicos son los principales agentes antioxidantes celulares no enzimaticos.
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Ellos ejercen su actividad antioxidante a través de mecanismos similares a los
polifenoles; por ejemplo, son capaces de atrapar radicales libres del oxigeno y
de quelar metales. Sin embargo, los tioles presentan diferencias, ya que una
vez oxidados, pueden ser re-reducidos por otros compuestos tidlicos como por

ejemplo el GSH y por tanto, pueden ser reutilizados (93, 94).
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Figura 11. Efecto de los extractos de matico (A) y llantén (B) sobre la

lipoperoxidacion microsémica inducida por Cu**/ascorbato. Los microsomas
(0,2 mg de proteina/mL) se incubaron con cada uno de los extractos durante 10 min y luego
con CuSO4 25 nM y ascorbato de sodio 1 mM durante 20 min a 37 °C con agitacién constante
antes de medir la lipoperoxidacion de acuerdo a lo descrito en la seccion Métodos. El rango de
concentraciones de extracto utilizadas fue 0,22 — 5,45 nmoles equivalentes de catequina (0,01
— 0,25 pL del extracto) para el extracto de matico y 0,38 — 15,2 nmoles equivalentes de
catequina (0,05 — 2,00 pL del extracto) para el extracto de llantén/0,2 mg proteina
microsémica. Los valores representan el % de lipoperoxidacion residual, considerando como
100% la lipoperoxidacion medida en presencia de CuSOj/ascorbato y ausencia de los
extractos. Los valores de I1Cs fueron extrapolados de las curvas semi-logaritmicas (ICs0= 1,8 y
4,6 ug de extracto seco/0,2 mg proteina microsémica para matico y llantén respectivamente).
Cada valor graficado representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes +
DE.
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Figura 12. Efecto de los extractos de matico (A) y llantén (B) sobre la
prevencion de la oxidacion del contenido de tioles microsémicos inducido

por Cu?*lascorbato. Los microsomas (0,1 mg de proteina/mL) se incubaron durante 10 min
con cada uno de los extractos y luego 30 min con CuSO,4 25 nM y ascorbato de sodio 1 mM a
25 °C con agitacion constante antes de medir el contenido total de tioles de acuerdo a lo
descrito en la seccion Métodos. El rango de concentraciones de extracto utilizadas fue 0,018 —
0,284 nmoles equivalentes de GSH (0,025 — 0,40 uL del extracto) para el extracto de matico y
0,007 — 1,08 nmoles equivalentes de GSH (0,025 — 4,00 pL del extracto) para el extracto de
llantén/0,1 mg proteina microsémica. Los valores representan el % de disminucién de los tioles
microsémicos, considerando como 100% la oxidacién de los tioles microsdmicos en presencia
de CuSO,/ascorbato y ausencia de los extractos. Los valores de ICs, fueron extrapolados de las
curvas semi-logaritmicas (ICso= 1,95 y 5,15 pug de extracto seco/0,1 mg proteina microsémica
para matico y llantén respectivamente). Cada valor graficado representa el promedio de al
menos 4 experimentos independientes + DE.
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Tabla 2. Caracterizacion de la capacidad antioxidante in vitro de los
extractos herbales de matico y llantén

Relacion
ICs Matico Llantén Matico/
Llantén
Inhibicién de la lipoperoxidacién microsémica
[WL de extracto/ 039+002% | 1,254%0,04 0,31
mg proteina microsémica]
[ug equivalentes de catequina/
) . " 2,47 +0,12 2,77 + 0,11 0,89
mg proteina microsdmica]
[Lg de extracto seco/ 885+036* | 230%1,15 0,38
mg proteina microsémica]
Inhibicion de la oxidacion de tioles microsémicos
[WL de extracto/ 0,86+0,03* | 280+017 0,31
mg proteina microsémica]
[ug equivalentes de GSH/ 0,19 + 0,01 0,23 + 0,02 0.83
mg proteina microsémica]
[ug de extracto seco/ 195+098* | 51,5+1,80 0,38

mg proteina microsémica]

Droga vegetal: 1 g de droga vegetal rinde 10 mL de extracto, para ambas especies vegetales.
Extracto seco: 1 mL de los extractos de matico y llantén rinden 22,7 y 18,4 mg de extracto seco,
respectivamente. Los valores de ICs, fueron obtenidos de las curvas semi-logaritmicas
concentracion-respuesta respectivas (Figura 11 y 12). El significado estadistico de los
resultados se analiz6 a través del test de Student comparando el extracto de matico con
respecto al extracto de llantén a igualdad de expresion de unidades de concentracion; (*):
diferencia estadisticamente significativa, p<0.05.
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5.2.2. Reversién de la oxidacién de los tioles microsémicos

En la célula animal existen diferentes circuitos tidlicos que se regulan a través
de reacciones redox. Estas reacciones involucran tanto la oxidacion de tioles
proteicos, como también la reduccién de los enlaces disulfuros formados por la
oxidacion de los grupos tiolicos. A nivel celular sin embargo, la oxidacion de
los polifenoles a quinonas no puede ser revertida. Como una forma de evaluar
la capacidad de los extractos herbales no so6lo de prevenir la oxidacion de los
tioles (Figura 12 y Tabla 2), sino ademas de revertirla, se adicionaron los
extractos herbales a los microsomas previamente tratados con el sistema
oxidante. Los resultados de estos experimentos mostraron que ambos
extractos eran capaces de revertir la oxidacion de los tioles microsémicos. Mas
aun, el valor del ICsyp para matico fue 50 pL y para llantén 140 uL de
extracto/mg proteina microsémica, comprobando una vez mas que el efecto
antioxidante del extracto de matico es aproximadamente 3 veces mayor al del

extracto de llantén (Figura 13 y Tabla 3).
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Figura 13. Efecto de los extractos de matico (A) y llantén (B) sobre la
reversiéon de la oxidacién del contenido de tioles microsémicos inducido
por Cu?*lascorbato. Los microsomas (0,1 mg de proteina/mL) se incubaron con CuSO,4 25
nM y ascorbato de sodio 1 mM durante 30 min a 25 °C con agitacidon constante. Luego se
adicionaron los extractos de matico o llantén y se incubaron durante 10 min antes de medir los
tioles microsémicos de acuerdo a lo descrito en la seccion Métodos. El rango de
concentraciones de extracto utilizadas fue 0,07 — 14,20 nmoles equivalentes de GSH (0,1 — 20
ML del extracto) para el extracto de matico y 0,03 — 13,50 nmoles equivalentes de GSH (0,1 —
50 pL del extracto) para el extracto de llantén/0,1 mg proteina microsémica. Los valores
representan el % de aumento de los tioles microsomicos. Se consideré como 0% de reversion
de la oxidacion de tioles microsémicos medido en presencia del sistema oxidativo y ausencia
de los extractos. Los valores de ICs fueron extrapolados de las curvas semi-logaritmicas (1Cso=
113,5 y 257,6 yg de extracto seco/0,1 mg proteina microsémica para matico y llantén
respectivamente). Cada valor graficado representa el promedio de al menos 4 experimentos
independientes + DE.
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Tabla 3. Capacidad de los extractos de matico y llantén de revertir la
oxidacion de tioles microsémicos

Relacion
ICs Matico Llantén | Matico/
Llantén
[UL de extracto/mg proteina microsémical 50+2,50* 140 + 4,20 0,36

[ug equivalentes de GSH/mg proteina microsémica] | 10,91 + 0,44 11,62 + 0,52 0,94

[ug de extracto seco/mg proteina microsémica] 1135+4540* | 2576 £ 77,30 0,44

Droga vegetal: 1 g de droga vegetal rinde 10 mL de extracto, para ambas especies vegetales.
Extracto seco: 1 mL de los extractos de matico y llantén rinden 22,7 y 18,4 mg de extracto seco,
respectivamente. Los valores de ICs, fueron obtenidos de las curvas semi-logaritmicas
concentracion-respuesta respectivas (Figura 13). Cada valor representa el promedio de al
menos 4 experimentos independientes + DE. El significado estadistico de los resultados se
analizé a través del test de Student comparando ambos extractos a igualdad de expresion de
unidades de concentracion (*): diferencia estadisticamente significativa, p<0.05.
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5.2.3. Isobologramas

Los preparados de hojas de matico como de llantén presentan al menos dos
tipos de compuestos antioxidantes: polifenoles y tioles (Tabla 1). Aunque estos
compuestos comparten mecanismos de accién antioxidante, presentan
diferencias. Asi por ejemplo, a nivel celular, la oxidacién de los tioles a
disulfuros es revertida ya sea por GSH como por proteinas tiélicas como las
tiorredoxinas (28, 54, 86); sin embargo, la oxidacion de los polifenoles a
quinonas no puede ser revertida. Por otra parte, los preparados de matico se
utilizan comunmente como antiinflamatorios y cicatrizantes de uso local; los
preparados de hojas de llantén en cambio, se utilizan comunmente como
hepatoprotectores (14, 69). Estos antecedentes indicarian que las propiedades
fisico-quimicas de los antioxidantes presentes en las hojas de ambas especies
son diferentes, por lo tanto sus propiedades antioxidantes podrian ocurrir a
través de mecanismos diferentes. Si el proceso se produce a través de
mecanismos diferentes, el efecto antioxidante final en presencia de ambos
preparados antioxidantes, se obtendria con menores concentraciones de ellos
al comparar su utilizacién en forma aislada, fendmeno conocido como sinergia

(77, 83, 87).

Al utilizar ambos extractos en mezcla para inhibir la lipoperoxidacion y graficar
los valores obtenidos a través de isobologramas, se observo que los efectos

antioxidantes procedian a través de mecanismos aditivos (Figura 14). Dado que
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el sistema bioldgico utilizado en esta tesis es una preparacion enriquecida en
reticulo endoplasmico hepatico de rata, este mecanismo podria estar
representado, al menos en parte, por la capacidad de los polifenoles presentes
en ambos extractos de atrapar radicales libres; sin embargo, se requieren

mayores experimentos para corroborar este postulado.
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Figura 14. Isobolograma de la inhibicion de la lipoperoxidacion microsémica en

presencia de los extractos de matico y llantén. Para determinar los IC5, de los extractos
herbales en mezcla se utilizaron los ICy5 de los extractos de matico o llantén obtenidos de las
curvas semi-logaritmicas (0,195 y 0,625 pL de extracto/mg proteina microsémica, lo que
equivale a 4,425 y 11,500 pg de extracto seco/mg de proteina microsémica respectivamente) y
se variaron las concentraciones del extracto a evaluar. El grafico A muestra el ICsy del extracto
de matico en mezcla con llantén y el grafico B, el ICsodel llantén en mezcla con el extracto de
matico. La determinacién de la lipoperoxidacion se realizé de acuerdo a lo descrito en la seccién
Métodos. Cada valor graficado representa el promedio de al menos 4 experimentos
independientes.
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Por otra parte, los isobologramas obtenidos al determinar el efecto antioxidante
de ambos extractos sobre la proteccidon de los tioles microsomicos de la
oxidacién inducida por el sistema Cu?‘/ascorbato, evidenciaron que este
fendmeno procedia a través de mecanismos sinérgicos, indicando que mas de
un mecanismo estaria involucrado en dicho efecto protector (Figura 15). Mas
aun, el ICsodel extracto de matico en presencia de llantén (concentracion igual
al I1Cxs) y el extracto de llantén en presencia de matico, disminuyeron
aproximadamente 4 veces para la prevencion de la oxidacion de los tioles

microsoémicos.
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1mg proteina microsémica]
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/
/

Matico ICs, [ug de extracto seco/ Llantén ICsq [ug de extracto seco/
1mg proteina microsémica] 1mg proteina microsémical)

Figura 15. Isobologramas de la proteccion de tioles microsémicos de la oxidacion en

presencia de los extractos de matico y llantén. Para determinar los ICs, de los extractos
herbales en mezcla se utilizaron los IC,5 de los extractos de matico o llantén obtenidos de las
curvas semi-logaritmicas (0,43 y 1,40 uL de extracto/mg proteina microsémica, lo que equivale
a 9,75y 25,75 ug de extracto seco/mg proteina microsémica, respectivamente) y se variaron las
concentraciones del extracto a evaluar. El grafico A muestra el ICsy del extracto de matico en
mezcla con llantén y el grafico B, el IC5, del llantén en mezcla con el extracto de matico. La
determinacién de tioles totales se realizé de acuerdo a lo descrito en la seccién Métodos. Cada
valor graficado representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes.
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5.2.4. Efecto antioxidante comparativo de catequina y GSH

Micromoles de estos compuestos/mg de proteina microsomica fueron
necesarios para obtener efectos similares a los de los extractos hidroalcohdlicos
de matico y llantén, de los cuales se utilizaron s6lo nmoles equivalentes/mg de
proteina microsémica para prevenir la lipoperoxidacién y la oxidacion de los

tioles microsémicos (Tabla 4).

Tabla 4. Oxidacion de lipidos y tioles microsémicos
inducida por Cu?*/ascorbato en presencia de GSH y catequina

Catequina GSH

Condiciones N T
% de inhibicion | % de inhibicién

Prevencién oxidacién de lipidos microsémicos 100 + 4.6 75+33

Prevencion oxidacion de tioles microsémicos 42415 67 +3.9

La proteina microsémica (1 mg) fue incubado a 37 °C con 1 ymol de GSH o catequina antes
de incubar dicha mezcla con el sistema Cu®‘/ascorbato. Los valores en % se calcularon
considerando como 100% de oxidacion el valor obtenido en presencia del sistema oxidante y
ausencia de catequina y GSH. Los valores representan el promedio de al menos 4
experimentos independientes + DE.
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5.2.5. Quelacion de iones Cu?*

Otro mecanismo que desencadena la generacion celular de especies reactivas
al oxigeno (EROs) es el mediado por iones de metales de transicién, tales como
hierro y cobre. A través de las reacciones de Haber-Weis/Fenton, estos
metales, en su estado idnico reducido pueden generar EROs provocando estrés
oxidativo. Por lo tanto, la quelacion de iones metalicos libres es otro mecanismo
que puede contribuir a disminuir la concentracion de EROs celular. Este
mecanismo parece tener especial importancia en las enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, las cuales se han asociado a
estrés oxidativo y a un aumento de hierro y cobre en las neuronas del

hipocampo y la sustancia nigra (5).

Para evaluar esta propiedad, se analizaron los cambios espectrales de cobre
(I inducidas por ambos extractos herbales (Figura 16). Ambos extractos
cambiaron el espectro de cobre (Il) mostrando la formacién de un complejo
entre moléculas del extracto y el cobre, lo que confirma la capacidad de los

extractos herbales de quelar metales de transicion (19).

Es importante destacar que los extractos en estudio y GSH no fueron capaces
de reducir al Cu?*, lo cual fue determinado midiendo la capacidad de este ion,
en presencia de los extractos en estudio, de inducir estrés oxidativo en

microsomas hepaticos de rata (datos no mostrados).
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—— Cobre (ll)

—— Cobre (ll) + Matico

--------- Cobre (ll) + Llantén

Absorbancia (mUA)

400
Longitud de onda (nm)

-0.5-

Figura 16. Quelacion de Cu®* en presencia de los extractos de matico y
llantén. La quelacién de Cu?®" se realiz6 mezclando CuSO, con 218,0 y 76,3 nmoles
equivalentes de catequina para el extracto de matico y llantén, respectivamente (los cuales
corresponden a 0,227 y 0,184 mg extracto seco respectivamente). El grafico corresponde a los
resultados experimentales entregados por el espectrofotometro.
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5.2.6. Inhibicion de la actividad GSH-transferasica microsémica

GSH-transferasa (GST) es una enzima ampliamente distribuida en el cuerpo.
Esta enzima cataliza la conjugacion de compuestos electréfilos con GSH,
evitando asi el dafno que podrian causar a biomoléculas. Su forma activa
catalitica corresponde a un dimero disulfuro -SS- (1). Su forma latente e inactiva
en la membrana es su monémero -SH. Como una forma de probar la capacidad
de los extractos herbales de reducir el dimero -SS-, se determiné la capacidad

de inhibicién de la actividad GST microsémica (Tabla 5).

Ambos extractos inhibieron la actividad GST microsémica de forma similar. Los
valores de ICso para los extractos de matico y llantén fueron 0,01325 y 0,01361
pmoles equivalentes de GSH/0,1 mg de proteina microsémica, respectivamente
(Figuras 17 y 18). Resultados similares se obtuvieron en nuestro laboratorio con
otros extractos de hierbas (34, 38, 39, 41). Sin embargo, los agentes reductores
sintéticos: ditiotreitol (DTT), N-acetil-cisteina (NAC) y cisteina en las mismas
condiciones experimentales, presentaron valores de ICsp aproximadamente 100
veces mayores: DTT = 1,510 pmoles, NAC = 2,120 uymoles y cisteina = 1,550
pmoles equivalentes de GSH/0,1 mg de proteina microsémica (Tabla 5 y

Figuras 19, 20 y 21).
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Tabla 5. ICsq para la inhibiciéon de la actividad GST microsémica inducida
por el extracto de matico y llantén, ditiotreitol,
N-acetil-cisteina y cisteina

Agentes reductores nmoles equixflz(r)\tes de GSH/
0,1 mg de proteina microsémica
Matico 0,01325 + 0,00066
Llantén 0,01361 + 0,00061
Ditiotreitol 1,510 £+ 0,045
N-acetil-cisteina 2,120 + 0,064
Cisteina 1,550 + 0,054

Los valores de ICso representan la concentracion de los agentes reductores testeados que
inhiben el 50% de la actividad GST microsémica. Los valores de ICsy se obtuvieron de las
curvas semi-logaritmicas de concentracion del agente reductor versus el efecto sobre la
actividad GST que se muestran en las Figuras 17, 18, 19, 20 y 21). Las concentraciones tidlicas
ensayadas para ambos extractos herbales fluctuaron entre 0,010 y 0,100 pmoles equivalentes
de GSH/0,1 mg de proteina microsdmica aproximadamente. Para los agentes reductores
sintéticos (ditiotreitol, N-acetil-cisteina y cisteina) fluctuaron entre 1 y 3 pmoles /0.1 mg de
proteina microsdmica aproximadamente. La actividad GST se determin6 de acuerdo al descrito
en la seccién Métodos. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos
independientes + DE.
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Figura 17. Efecto del extracto de matico
sobre la actividad GST microsomica

Matico
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Log [nmoles equivalentes de GSH/
0,1 mg de proteina microsémica]

[nmoles equivalente de
GSH/0,1 mg proteina

microsémica]

Porcentaje de inhibicion
de la actividad GST

microsémica

14,2 21,99 +1,69
28,4 31,49 £ 2,32
42,6 39,24 + 1,54
56,8 49,41 £ 1,07
71,0 60,53 +2,18
85,2 69,77 + 1,39
99,4 82,99 £ 0,53
113,6 88,00 £ 0,26
127,8 96,81 + 0,46

La actividad GST se determin6é de acuerdo al descrito en
la seccion Métodos. Los valores representan el promedio

de al menos 4 experimentos independientes + DE.
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Figura 18. Efecto del extracto de llantén
sobre la actividad GST microsomica

Llantén

100+

50+

% Inhibiciéon GST
microsémica

1.0

2.0 25

Log [nmoles equivalentes de GSH/
0,1 mg de proteina microsémica]

[nmoles equivalente de
GSH/0,1 mg proteina

microsémica]

Porcentaje de inhibicion
de la actividad GST

microsémica

54 15,94 + 0,50
10,8 21,81 £1,77
21,6 26,93 + 1,26
27 35,65 +2,19
37,8 41,61 £ 2,89
43,2 45,16 + 3,70
54 47,64 + 3,48
64,8 57,40 + 2,26
86,4 69,10 + 0,81
97,2 76,66 + 0,60
108 81,28 + 1,45
135 93,60 + 0,80

La actividad GST se determiné de acuerdo al descrito en la
seccion Métodos. Los valores representan el promedio de al
menos 4 experimentos independientes + DE.
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Figura 19. Efecto de ditiotreitol (DTT)
sobre la actividad GST microsomica

DTT
1001
0
o3
SE
Q0 E
R >
< 0 {
£ E
2
0 T T 1
0.0 0.2 0.6 0.8
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de proteina microsémica]
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DTT/0,1 mg proteina de la actividad GST
microsémica] microsémica
1,0 33,83 £ 3,11
1,5 48,21 £ 0,50
2,0 56,95 + 3,88
2,5 76,06 + 4,84
3,0 86,51 + 3,62
4,0 97,02 £ 0,80

La actividad GST se determind de acuerdo al descrito en
la seccion Métodos. Los valores representan el promedio

de al menos 4 experimentos independientes + DE.
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Figura 20. Efecto de N-acetil-cisteina (NAC)
sobre la actividad GST microsomica
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1,0 11,19+ 1,26
1,5 24,34 + 4,19
2,0 39,22 + 7,91
2,5 65,19 + 2,04
3,0 77,07 £7,02
3,5 95,82 + 2,41

La actividad GST se determind de acuerdo al descrito en
la seccion Métodos. Los valores representan el promedio

de al menos 4 experimentos independientes + DE.
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Figura 21. Efecto de cisteina sobre la
actividad GST microsémica
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1,0 31,36 + 3,21

1,5 50,84 + 4,93

2,0 62,02 + 2,43

2,5 82,65 + 4,20

3,0 96,40 £ 2,99

3,6 99,12 + 0,04

La actividad GST se determin6 de acuerdo al descrito en
la seccion Métodos. Los valores representan el promedio
de al menos 4 experimentos independientes + DE.
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5.3. IMPLEMENTACION DE UN METODO HPLC, PARA DETERMINAR EL
PERFIL DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN
EXTRACTOS HERBALES

Para garantizar el cumplimiento de las normas de calidad y seguridad de los
medicamentos, organismos internacionales como la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) (18) y la Oficina de Administracién de Drogas y Alimentos
del Departamento de Servicios Humanos y de Salud de los Estados Unidos
(ANDA-FDA) (76), publican periédicamente reportes con las normas a seguir en
el desarrollo de métodos analiticos que nos permitan cuantificar la
concentracién en plasma de un analito o principio activo (21, 76). Bajo estas

condiciones, se implementd el método HPLC utilizado en esta tesis.

5.3.1. Condiciones Cromatograficas

Para implementar el método cromatografico se utilizé primero un equipo HPLC
acoplado a un detector UV-visible (73) (HPLC Hitachi Elite LaChrom,
autosampler L-2200, bomba L-2130, detector UV-Vis L-2420, columna: Inertsil
ODS-3 C18; 250 x 4.6 mm, 5 um). Posteriormente, se utilizé un equipo HPLC
con arreglo de diodo (HPLC Hitachi Elite LaChrom, autosampler L-2200, bomba
L-2130, Horno L-2300, detector de arreglo de diode L-2450, columna
Purospher Star RP-18; 150 x 4.6 mm, 5 ym), el cual permite aumentar la
sensibilidad del método analitico y ademas, realizar barrido de las muestras en

los rangos variables de longitud de onda UV-Visible.
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Los estandares utilizados fueron: rutina, quercetina y baicaleina (Sigma-
Aldrich), apigenina-7-glucdsido (Fluka) y luteolina-7-glucésido (Phytolab). Se
describe que quercetina y rutina estan presentes en matico, baicaleina en
llantén, y apigenina-7-glicésido y luteolina-7-glicésido estan presentes en
ambos extractos (26, 27, 52, 69). Ademas, se utilizé catequina (Sigma-Aldrich)
como estandar interno ya que este compuesto no esta presente en las
muestras de los extractos de matico y llantén (26, 27, 52, 69). La Figura 22

muestra las estructuras quimicas de los estandares antes mencionados.

OH o

HO,

HO” " Y0
OH

Catequina Luteolin-7-glucésido Rutina

Apigenina-7-glucésido Quercetina Baicaleina

Figura 22. Estructura quimica de los estandares utilizados
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Es importante mencionar que, aunque se ha descrito la presencia de diferentes
estandares de polifenoles en estas especies herbales, el método de extraccion
y el proceso de elaboracion del extracto herbal son determinantes para obtener
las concentraciones finales de estos estandares, siendo comparable sélo los
extractos herbales sometidos a los mismos procesos de extraccion y

elaboracion.

Las condiciones cromatograficas elegidas y la gradiente discontinua de
solventes utilizada como fase movil se muestran en la Tabla 6 y la Figura 23,
respectivamente; esta gradiente fue la que proporcioné la mejor resolucion de
los picos cromatograficos de los estandares polifendlicos y también del estandar

interno.
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Tabla 6. Condiciones Cromatograficas del método HPLC

Sistema HPLC Hitachi Elite LaChrom, autosampler

Equipo L-2200, bomba L-2130, columna L-2300, detector
de arreglo de diodo L-2450.
Columna Purospher Star RP-18; 150 x 4.6 mm, 5 pm.
Fase A= Agua: Acido Acético (100:1)
Fase Movil ]
Fase B= Metanol: ACN: Acido Acético (90:10:1)
Deteccién UV-DAD

Longitud de onda

280 nm (Barrido entre 200-400 nm)

Flujo 1 mL/min
Temperatura 25°C
Volumen de inyeccion 40 uL
Tiempo de corrida 76 min

Laboratorio

Farmavet, Laboratorio de Farmacologia, Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad de Chile.
Dra. Betty San Martin.
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Flow Rate
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0 90 10
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15 70 30
25 60 40
40 50 50
50 0 100
60 0 100
70 0 100

70,1 90 10
76 90 10

Figura 23. Gradiente de solventes utilizada como fase movil
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Las primeras mediciones en el equipo HPLC se realizaron a una longitud de
onda fija. En este caso se utilizé 280 nm dado que todos los polifenoles
absorben a esta longitud de onda, debido a la presencia del anillo bencénico en
ellos. Posteriormente, se utilizé6 un equipo HPLC con arreglo de diodo que nos
permitia aumentar la sensibilidad del método analitico y ademas, realizar
barrido de las muestras en los rangos de longitud de onda UV-Visible, como se
menciond anteriormente. El barrido nos permitié confirmar que todos los
estandares en estudio presentaban picos de absorbancia en el rango 270-290
nm; por lo tanto, se decidié utilizar 280 nm como longitud de onda fija para la
evaluacion de polifenoles. Cabe senalar que aunque muchos polifenoles
presentan mas de un pico de absorbancia caracteristico, lo comun en todos
ellos es su absorbancia en la region de 280 nm. Asi, las flavonas ademas de la
absorbancia en la region de 280 nm, presentan un pico de absorbancia maximo
entre los 340 y 350 nm, el cual se debe a la conjugacion del anillo bencénico B

con el anillo C que posee el grupo cetonico (31).
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5.3.2. Evaluacion cromatografica de los estandares y los extractos

obtenida bajo las condiciones del método HPLC implementado

5.3.2.1. Cromatogramas obtenidos con los estandares y los extractos
diluidos en solventes
Mezclas de los estandares disueltas en metanol, cuyas concentraciones
fluctuaron entre 0,7 y 4 ug/40 pL, se eluyeron a 280 nm (Figura 24). En esta
figura se aprecia una excelente separacion y deteccién de los estandares
seleccionados. En forma similar, muestras de los extractos diluidas en etanol:
agua (1:1) en concentraciones entre 1,3 — 145,3 nmoles (0,38 — 42,18 ug)
equivalentes de catequina/40 pL para el extracto de matico y 0,5 — 50 nmoles
(0,15 — 14,72 pg) equivalentes de catequina/40 pL para el extracto de llantén,

se inyectaron al equipo HPLC (Figura 25).

El cromatograma de la mezcla de los estandares corrido a 280 nm mostré picos
agudos y separados entre si, pudiendo distinguir cada analito (estandares de
polifenoles) como también, el estandar interno (catequina) (Figura 24). Cabe
mencionar que el volumen de mezcla inyectado a la columna fue 40 uL; las
cantidades de los diferentes estandares inyectados a la columna fluctuaron
entre 1y 10 nmoles, y la de estandar interno, 2,5 nmoles. Los cromatogramas
obtenidos con los extractos de matico y llantén a la longitud de onda fija (280

nm) se muestran en la Figura 25. En estas condiciones, los cromatogramas de
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ambos extractos mostraron varios picos de absorbancia con tiempos de
retencion diferente. Los tiempos de retencién de los picos seleccionados y las
longitudes de onda maxima para los estandares y para los extractos, se

muestran en la Tabla 7.

DAD-CHY 200 e
Estandar Politencies

Name

600 800

) 400

0 5 10 15 20 o N 3 “ 45 0 55 60 1) 70 7

Figura 24: Cromatograma de los estandares de polifenoles determinados
a 280 nm. Los numeros que aparecen sobre los picos corresponden a los estandares
ensayados: 1: Catequina; 2: Luteolina-7-glucésido; 3: Rutina; 4: Apigenina-7-glucoésido; 5:
Quercetina; 6: Baicaleina. Concentracion de estandares inyectada a la columna, 2 pg/40 pL.
mAU: mili unidades de absorbancia.

78



RESULTADOS

DAD-CM1 260 nm

extrasto matico 9,1

Name

8001

600 4

mAU

300 T

DAD-CH1 260 nm
Extracto Lianten 0.1 Met 350-280-230-330

Name

Lianten 1

T 1000
o A
2
8
g
z
=
800
€00
- 400
T E
23| =2
= ~
g8 .
I E-S 200
-
a ® ==
g 8 <
= E
LU i AL, oL Y - s
111 —+0
2 25 0 k! 40 a5 0 55 &0 85 70 5
T 300
250
o
2
2
s
3
200
150
100
w
3
<o
5 E5% s ® o
Eg- g
& el B E
=2 -t = | =2
8
VRIPUSINPES & = | L
T e = — —| 1o
2 25 0 as 40 - s 55 0 85 70 s

Figura 25: Cromatograma de los extractos de matico (A) y llantén (B)
determinados a 280 nm. El volumen de extracto inyectado a la columna cromatografica
fue 40 L, los cuales equivalen a 4,0 mg de droga vegetal y a 87,2 y 30,5 nmoles equivalentes
de catequina para matico y llantén, respectivamente. Los picos sefialados en ambas figuras
corresponden a los seleccionados para su posterior cromatografia de barrido; 9 para al extracto
de matico y 8 para el de llantén. mAU: mili unidades de absorbancia.
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Espectros de absorbancia

Nuevos cromatogramas fueron corridos en el rango 200 - 400 nm. Para ello, los
picos obtenidos a longitud de onda fija de los estandares y los extractos (9 del
extracto de matico y 8 del llantén) fueron analizados fijando sus tiempos de
retencion obtenidos en las corridas a 280 nm. Los cromatogramas
experimentales de los estandares y de los extractos corridos en el rango de
longitud de onda 200 — 400 nm aparecen en las Figuras 26, 27 y 28,
respectivamente. Los estandares y los extractos mostraron la aparicion de 2 o
mas picos de absorbancia para cada pico seleccionado. A pesar de que
algunos picos de los extractos herbales tuvieron tiempos de retencion parecidos
a los de ciertos estandares, ninguno de ellos coincidié con los cromatogramas
de barrido realizadas, demostrando que los compuestos analizados no son los

mismos (Tabla 7).

Cabe destacar que picos definidos en la regién de 280 nm s6lo aparecieron en
los cromatogramas de barrido de catequina y baicaleina. La Tabla 7 muestra un
resumen de los tiempos de retencidn de los picos seleccionados y las
longitudes de onda de los picos que aparecieron en el barrido realizado a 200 —

400 nm.
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Figura 26. Cromatogramas de barrido de los diferentes estandares. El
rango de longitud de onda ensayado fue 200 — 400 nm. Estos cromatogramas se
obtuvieron utilizando el tiempo de retencion caracteristico del pico a 280 nm de cada
estandar (Figura 24, Tabla 7). Los picos observados corresponden a los de mayor
absorbancia cuyos valores aparecen escritos en las figuras en forma vertical. nm: longitud

de onda. mAU: mili unidades de absorbancia.
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Figura 27. Cromatograma de barrido del extracto de matico. El rango de
longitud de onda ensayado fue 200 — 400 nm. Estos cromatogramas se obtuvieron utilizando el
tiempo de retencion caracteristico del pico a 280 nm del extracto de matico (Figura 25A, Tabla
7). Los picos observados corresponden a los de mayor absorbancia cuyos valores aparecen
escritos en las figuras en forma vertical. nm: longitud de onda. mAU: mili unidades de
absorbancia.
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Figura 28. Cromatograma de barrido del extracto de llantén. El rango de
longitud de onda ensayado fue 200 — 400 nm. Estos cromatogramas se obtuvieron utilizando el
tiempo de retencion caracteristico del pico a 280 nm del extracto de llantén (Figura 25B, Tabla
7). Los picos observados corresponden a los de mayor absorbancia cuyos valores aparecen
escritos en las figuras en forma vertical. nm: longitud de onda. mAU: mili unidades de
absorbancia.
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Tabla 7. Tiempos de retencién y longitudes de onda maxima de los picos
de los analitos seleccionados

Analito Tiempo de Longitudes de onda
retencion (min) maximas (nm)
Estandares
1. Catequina 10,193 229, 279, 400
2. Luteolina-7-glucésido 24,727 228, 349, 255
3. Rutina 26,260 228, 256, 355
4. Apigenina -7-glucésido | 29,367 228, 337, 267
5. Quercetina 38,180 229, 255, 370
6. Baicaleina 46,793 275, 229, 323
Extracto de Matico
Matico 1 20,047 227, 345, 281
Matico 2 21,167 227, 332
Matico 3 22,920 330, 229
Matico 4 24,727 227, 345, 266
Matico 5 26,540 227, 326
Matico 6 40,387 227, 308
Matico 7 42,487 228, 312
Matico 8 46,187 228, 312
Matico 9 47,133 228, 313
Extracto de Llantén
Llantén 1 11,493 227, 325, 397
Llantén 2 19,993 227, 329, 291
Llantén 3 23,133 227, 331
Llantén 4 25,833 227, 335, 288
Llantén 5 26,813 227, 330, 290
Llantén 6 27,827 227, 283, 328
Llantén 7 32,887 227, 333, 275
Llantén 8 46,253 228, 332

Los tiempos de retencion fueron obtenidos a partir de los cromatogramas que se muestran en
las figuras 24 y 25. Los numeros que acompafian a los analitos corresponden a los picos

seleccionados de acuerdo a su tiempo de retencidn creciente.
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5.3.2.2. Cromatogramas de los estandares y los extractos previamente
solubilizados en plasma sanguineo

Para implementar el método de analisis HPLC para los estandares de
polifenoles, se utilizé plasma humano donado por el Laboratorio Clinico del
Hospital San Juan de Dios al Laboratorio de Investigaciones Farmacolégicas y
Toxicolégicas (IFT). No se pudo utilizar plasma de rata, debido al restringido
volumen que se obtiene de estos animales: aproximadamente 5 mL de sangre,
lo que corresponde a alrededor de 2,5 mL de plasma por rata. Es por ello que
para la realizacion de estos ensayos se utilizaron muestras de plasma
obtenidas de voluntarios sanos recolectados en tubos con anticoagulante EDTA

y sometidas a centrifugacion.

Tratamiento de las muestras de plasma

Las muestras de plasma humano se mezclaron en forma conjunta con los
estandares de catequina, rutina, quercetina, baicaleina, apigenina-7-glucosido y
luteolina-7-glucdsido (26, 27, 52, 69). Luego se precipitaron las proteinas
plasmaticas de las muestras. Para ello, se probd la precipitacién de proteinas
con HCI 0,5 N (concentracion final en la mezcla de extraccion, 0,125 N), acido
aceético concentrado (concentracion final en la mezcla de extraccion, 0,5 N) y
diferentes solventes organicos: etanol, metanol, acetonitrilo, acetato de etilo,
acetona y dietiléter. Las muestras asi tratadas fueron centrifugadas durante 10

min a 3.000 rpm en una centrifuga Jouan GR412 refrigerada a 4 °C. Los
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sobrenadantes obtenidos fueron llevados a sequedad en bafio maria bajo una
corriente de nitrogeno. El sedimento asi obtenido fue resuspendido en 300 uL
de fase movil para luego ser analizado. El tratamiento que mostré una mejor

extracciéon de los compuestos en estudio, aparece en la Figura 29.

* 1000 pL de plasma * Agitar 5 min
e 50 uL de catequina 0,1 mg/mL . * Sonicar 10 min
* 50 pL de dcido acético glacial * Incubar 30 min a 37 °C con agitacion

* 500 pL de Metanol HPLC constante

v

* Adicionar 2000 pL Acetona  Evaporar solvente en bafio marfa a 50 °C
* Agitar 5 min bajo corriente de nitrégeno

* Sonicar 10 min . * Reconstituir en 300 pL de Fase Movil

» Centrifugar 10 min a 4 2C a 3000 rpm * Inyectar 40 pl al equipo HPLC

Figura 29. Preparacion de la muestra de plasma para su inyecciéon
en el equipo HPLC
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Cromatogramas de los estandares y los extractos solubilizados en
plasma sanguineo

El sobrenadante obtenido de la muestra de plasma humano y catequina,
utilizado como estandar interno, mostré un pico inicial que corresponde al
frente del solvente y un pico pequefio que aparece antes de la catequina
(Figura 30). El cromatograma de la mezcla de estandares en plasma presenté
6 picos, 5 de ellos correspondieron a los 5 estandares en ensayo y el sexto, a
la catequina (Figura 31). Los tiempos de retencion de estos picos fueron todos
mayores que los de la catequina.

Plasma Com'ol 7 10-08
Name

Catequina

Figura 30. Cromatograma de plasma humano en presencia de catequina

determinado a 280 nmM. La concentracion de catequina fue 7 pg/40 uL. mAU: mili
unidades de absorbancia.
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Figura 31. Cromatograma de la mezcla de estandares solubilizados en

plasma humano determinado a 280 nm. Los nameros que aparecen sobre los picos
corresponden a: 1: Catequina; 2: Luteolina-7-glucésido; 3: Rutina; 4: Apigenina-7-glucésido; 5:
Quercetina; 6: Baicaleina. La concentracion de los estandar en la mezcla fue 4 pg/40 pL,
excepto para el estdndar interno que fue 0,7 pg/40uL. mAU: mili unidades de absorbancia.

Los cromatogramas de los extractos de matico y llantén en plasma se muestran
en la Figura 32. En ella se muestra que el numero de picos como también los
tiempos de retencion de los mismos, fueron idénticos a aquellos observados
para las muestras de extractos disueltas en solvente (Figura 25). Cabe
destacar que los picos que aparecieron en el control, no interfirieron con los de
los estandares ni con los de los extractos de matico y llantén; los tiempos de
retencion de los picos de estos analitos fueron todos mayores que los de
catequina. Mas aun, los tiempos de retencion de dichos picos y sus espectros

fueron diferentes a los de los estandares utilizados como referentes.
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Figura 32. Cromatograma de matico (A) y llantén (B) en plasma humano

determinado a 280 nm. mAU: mili unidades de absorbancia. La concentraciéon de
catequina fue 7 pg/40 pL, del extracto de matico 42,18 y del extracto de llantén 14,72 pg

equivalentes de catequina/40 pL. mAU: mili unidades de absorbancia.
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5.3.2.3. Curvas de calibracion

Aunque ninguno de los picos cromatograficos obtenidos en ambos extractos

herbales coincidieron con los estandares utilizados y que aparecen descritos en

la literatura; se decidioé realizar curvas de calibracion para los estandares y

también para los picos seleccionados en plasma de los cromatogramas

resultantes del extracto de matico y de llantén (Figuras 33, 34 y 35). Las

concentraciones utilizadas fluctuaron entre 0,7 y 4,0 pg/40 uyL para los

estandares en estudio, y para el extracto de matico y llantén se utilizaron

rangos de concentraciones entre 0,38 - 42,18 y 0,15 - 14,72 ug equivalentes de

catequina/40 L, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Rango de concentraciones de los estandares y de los extractos
herbales testeadas para la construccion de las curvas de calibraciéon

Estandar Matico Llantén
Mg nmoles Mg mg nmoles Hg mg
equiva- equiva- de equiva- equiva- de
lentes de | lentes de | extracto | lentes de | lentes de | extracto
catequina | catequina seco catequina | catequina seco
0,7 1,3 0,38 1,35 0,5 0,15 1,22
1,3 2,7 0,78 2,81 1,1 0,32 2,68
2,0 8,0 2,32 8,33 2,7 0,78 6,59
2,7 14,7 4,27 15,31 5,3 1,54 12,93
3,3 37,3 10,83 38,85 13,3 3,86 32,44
4,0 73,3 21,28 76,35 25,3 7,34 61,71
- 145,3 42,18 151,35 50,7 14,72 123,66

Las concentraciones descritas corresponden a las inyectadas en un volumen de 40 uL al
equipo HPLC.
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Las curvas de calibracion se construyeron graficando la concentracién del
analito inyectado a la columna versus la relacion de areas. Esta relacion se
obtuvo dividiendo el area de cada analito por el area del estandar interno.
Todas las curvas de los estandares analizados, mostraron una dependencia
lineal del area respecto de la concentracion de los analitos. Mas aun, todas las
rectas obtenidas mostraron coeficientes de regresion lineal (r) superiores a 0,99
y los F calculados fueron menores a los F de tabla. En la Tabla 9 se muestran
los tiempos de retencién, las ecuaciones de regresion lineal, los coeficientes de
regresion lineal (r) y la prueba de carencia de ajuste (F) de los estandares

utilizados (Tabla 8).

Tabla 9. Resumen de parametros analiticos de las curvas de
calibracién de los estandares de polifenoles utilizados

Estandar Tiempo de Ecuacion E
de Retencién Regresion r
. ! g (Fcal<Ftabla)
polifenoles (min) Lineal
Luteolina-7- 25,320 y =0,2894x-0,1159 | 0,999 (2,41<2,62)
glucosido
Apigenina-7- 26,707 y=0,2543x + 0,197 | 0,996 (1,83<2,62)
glucosido
Rutina 29,740 y =0,5162x - 0,7446 0,995 (1,61<2,62)
Quercetina 38,660 y =0,0638x - 0,1711 0,998 (0,37<3,49)
Baicaleina 46,727 y= 0,3183x - 0,794 0,997 (0,19<2,62)

r: coeficiente de regresion lineal. F: prueba de carencia de ajuste (Fcal: F calculado; Ftabla: F
de tabla; el valor de F calculado debe ser menor que el valor F de tabla).
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Figura 33. Curvas de Calibracion de los estandares de polifenoles
utilizados disueltos en plasma. La relaciéon de area representa la razén entre el

estandar evaluado y el estandar interno. Las concentraciones de los estandares utilizadas
fluctuaron entre 0,7 y 4,0 pug equivalentes de catequina/40 pyL. Cada punto en las rectas
representa el promedio de la menos 5 experimentos independientes + DE.
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Figura 34. Curvas de Calibracion para el extracto de matico disuelto en

plasma. Cada grafico corresponde a cada uno de los picos observados en la Figura 32A. Las
concentraciones de matico utilizadas fluctuaron entre 0,38 y 42,18 pg equivalentes de
catequina/40 yL. Cada punto en las rectas representa el promedio de al menos 5 experimentos
independientes + DE. El nimero de puntos graficados en cada recta depende del area que el
equipo utilizado es capaz de medir.
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Figura 35. Curvas de Calibracion para el extracto de llantén disuelto en
plasma. Cada gréafico corresponde a cada uno de los picos observados en la Figura 32B a
excepcion del pico 8 que fue el mas pequefo. Las concentraciones de llantén utilizadas
fluctuaron entre 0,15 y 14,72 ug equivalentes de catequina/40 pL. Cada punto en las rectas
representa el promedio de al menos 5 experimentos independientes + DE. El nimero de puntos
graficados en cada recta depende del area que el equipo utilizado es capaz de medir.
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5.4. CONCENTRACION DE POLIFENOLES PLASMATICOS EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY TRATADAS CON DIFERENTES DOSIS ORALES
DE LOS EXTRACTOS DE MATICO Y LLANTEN

Implementado el método HPLC, se procedié a evaluar las muestras de plasma
de las ratas tratadas oralmente con los extractos de matico y llantén. Las dosis
administradas para matico fueron 0,546 y 5,46 mg equivalentes de
catequina/Kg de peso animal. Asimismo, las dosis para el llantén fueron 0,546 y
2,73 mg equivalentes de catequina/Kg de peso animal. Estas dosis fueron
utilizadas en estudios en ratas y en pacientes del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile por nuestro Laboratorio (manuscrito en revision). La dosis

mas bajas mencionadas corresponden a las utilizadas en pacientes.

Las muestras de plasma obtenidas de las ratas se trataron bajo las condiciones
establecidas anteriormente (Figura 29). Aunque se utilizé un equipo HPLC con
arreglo de diodo y se aument6 el volumen de plasma 5 veces, desde 0,2 mL a
1,0 mL; desafortunadamente, los resultados obtenidos a los diferentes tiempos
estudiados (0 a 12 h) fueron negativos. Cabe destacar que los extractos
herbales ensayados son polivalentes en relacion a la presencia de principios
activos antioxidantes. Por lo tanto, la concentracion individual de probablemente
la mayoria de estos principios es muy baja, lo cual podria explicar los resultados
negativos obtenidos. Ademas la biodisponibilidad de los polifenoles varia entre

un 15 - 60% (15, 46, 56, 62, 95). Esta variacion depende del polifenol en
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estudio, las condiciones fisiologicas, alimenticias, ambientales y los procesos de

absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion de cada individuo.

Los cromatogramas obtenidos tanto de las muestras de plasma de los grupos
tratados como controles, mostraron un unico pico cromatografico el cual
correspondié a catequina, utilizada como estandar interno. Como un ejemplo,
se muestran los cromatogramas de las muestras analizadas del grupo Control,
Matico B y Llantén B a las 2 h post-administracion oral de los extractos; los
cuales corresponden a las Figuras 36, 37 y 38, respectivamente.

SO i

K Plasma Rata Conteol 1 1506
“1  [Name w

8
Catequina
8

0 &

Mrutes

Figura 36. Cromatograma de plasma de rata del grupo control

determinado a 280 nm. El cromatograma se obtuvo de la muestra de plasma de rata del
grupo control extraida a las 2 h post-administracion de agua. mAU: mili unidades de
absorbancia.
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Figura 37. Cromatograma de plasma de rata tratada con extracto de

matico. El cromatograma se obtuvo de la muestra de plasma de rata del grupo Matico B
(dosis: 5,46 mg equivalentes de catequina/Kg de peso vivo) extraida a las 2 h post-
administracion del extracto de matico. mAU: mili unidades de absorbancia.
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Figura 38. Cromatograma de plasma de rata tratada con extracto de
llantén. El cromatograma se obtuvo de la muestra de plasma de rata del grupo Llantén B

(dosis: 2,73 mg equivalentes de catequina/Kg de peso vivo) extraida a las 2 h post-
administracion del extracto de llantén. mAU: mili unidades de absorbancia.
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5.4.1. Validacion del método HPLC implementado

Si bien los resultados fueron negativos, pensamos que este método HPLC

implementado, podria ser utilizado en la obtencién de:

a) Perfiles cromatograficos caracteristicos de extractos herbales que se utilizan
en la formulacién de fitofarmacos (fingerprint).

b) Parametros farmacocinéticos. Esto requiere sin embargo, que previamente
se seleccione alguno de los picos del fingerprint, para luego determinar su
concentracion. Cabe sefalar que estos estudios deberian realizarse para
cada extracto estandarizado, ya que cada cual tiene su propia composicién

quimica, aunque provenga de la misma droga vegetal.

Es por ello que a pesar de no poder cuantificar polifenoles en plasma de
animales tratados con los extractos, se decidid validar este método

cromatografico.

Los parametros evaluados fueron los siguientes: selectividad, linealidad,
arrastre, exactitud y precisién (18). La validacién de un método HPLC para
farmacos sintéticos, se realiza usualmente con un estandar. En este caso se
utilizaron 2 estandares de polifenoles con estructura quimica diferente,
apigenina-7-glucésido y rutina, para validar el método HPLC implementado.

Las curvas de calibracion de estos estandares se muestran en la Figura 33.
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Las rectas observadas responden a la siguiente ecuacion:

y=mx+n

Doénde:

y= relacion de area entre el analito y el estandar interno
m= pendiente de la recta

n= intercepto de la recta

x= concentracién plasmatica del analito en ug/mL

Selectividad: Es la propiedad del método analitico para detectar un analito,
aun en presencia de otros componentes como impurezas, productos de
degradacion o componentes de la formulaciéon. Es por ello que se compararon
las lecturas cromatograficas de muestras blanco (cromatograma de plasma),
respecto de muestras de estandares. Se utilizaron 6 fuentes diferentes de
plasma humano para determinar si esta matriz presentaba interferencias con
los analitos en estudio. El analisis de la relacién de area entre los picos de los
plasmas utilizados con respecto al estandar interno no mostro interferentes en
los tiempos de retencién de los estandares utilizados. Estos resultados se

muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Evaluacion de interferentes en las muestras de plasma

Relacion de Area (RA)
PLASMA | Apigenina 7G Rutina Quercetina | Luteolina 7G | Baicaleina
1| REF ND 8,559 x10™® ND 5,076 x10™ ND
2 CON ND ND ND ND ND
3 JSA ND ND ND ND ND
4 CAS ND ND ND ND ND
5 JRG ND ND ND ND ND
6 | AMS ND 4,251 x10” ND ND ND

El limite menor de area se fijo6 en 50 mUA (mili unidades de absorbancia), ya que areas
menores a esta son consideran insignificantes para causar interferencia. ND: No detectado (el
equipo HPLC utilizado no entrega valores de area menores a 50 mUA).

Arrastre: Corresponde a la interferencia que pueden generar analitos retenidos
en la columna y provenientes de corridas anteriores. Para corroborar esto se
inyectd fase movil en ausencia de analitos. El analisis de los cromatogramas no

evidencio arrastre de compuestos. Para verificar este parametro en forma

rutinaria, este procedimiento se llevo a cabo cada 6 muestras corridas.

Linealidad: Es la capacidad del método analitico de entregar respuestas
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra. Asi,
el grafico de estos resultados muestra una recta que contiene el rango de
concentracién en el cual se puede cuantificar el analito. La Figura 33 muestra

las rectas obtenidas de las curvas de calibracion de los estandares utilizados.
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Exactitud y Precision: Exactitud es la cercania de los resultados de las
mediciones, con el valor verdadero. Se calcula de acuerdo al error relativo.
Precisién es el grado de dispersion entre los resultados de una serie de
mediciones correspondientes a una misma muestra biolégica. Se expresa

como la desviacion estandar y coeficiente de variacion.

La exactitud se calculd de acuerdo al error relativo:

[analito] obtenida x 100
[analito] nominal

Exactitud =

El Coeficiente de variacion (CV) es una medida de la dispersion relativa de un
conjunto de datos, que se obtiene dividiendo la desviacién estandar por el
promedio y se expresa en términos porcentuales. Se calculdé utilizando la

siguiente ecuacion: DE x 100
Cv= oS~ —
Promedio

De acuerdo a la FDA, para cada nivel de concentracion, el error relativo y el CV
debe ser menor al 15%, excepto para la concentracion mas baja, donde se

acepta un porcentaje menor al 20% (18).

Los resultados de estos andlisis para apigenina-7-glucosido y para rutina se
muestran en las Tablas 11 y 12, respectivamente. En ellas aparecen los
porcentajes de exactitud y de error, ademas del coeficiente de variacion (CV)

calculados de los resultados obtenidos.
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Tabla 11. Exactitud, error y coeficiente de variaciéon de las mediciones
realizadas para apigenina-7-glucésido

Aplge'n ".13- [Aplge’n 'Pa:,- [Real]/ Exactitud Errc?r
7glucésido | RA glucésido [EXEaumentall (%) Relativo (47
[Mg/mL] Experimental] P ° (%) (%)
5 1,39 5,01 +0,15 1,01 100,19 0,19 10,99
10 2,59 9,71 £ 0,17 0,97 97,08 2,92 6,60
15 3,84 | 14,63+0,19 0,98 97,55 2,45 4,85
20 532 | 20,45+0,35 1,02 102,24 2,24 6,55
25 6,82 | 26,33+0,48 1,05 105,31 5,31 7,04
30 7,46 | 28,88+ 0,58 0,96 96,25 3,75 7,76

Cada valor de concentracion experimental, representa el promedio de al menos 5 experimentos
independientes + DE. RA: relacion de area entre los picos de los estdndares utilizados con
respecto al estandar interno.

Tabla 12. Exactitud, error y coeficiente de variacion de las mediciones
realizadas para rutina

. . . Error
Rutina RA [RL.ItII‘Ia [Rc.eal]l Exactitud Relativo cV
[mg/mL] Experimental] | [Experimental] (%) o o
(%) (%)
5 2,03 5,38 £ 0,21 1,08 107,67 7,67 10,32
10 4,11 9,40 £ 0,25 0,94 94,01 5,99 6,10
15 6,71 14,45 + 0,39 0,96 96,30 3,70 5,76
20 9,87 | 20,57 £0,77 1,03 102,82 2,82 7,81
25 12,90 26,44 +1,18 1,06 105,75 5,75 9,18
30 14,17 | 28,89+1,43 0,96 96,29 3,71 10,09

Cada valor de concentracion experimental, representa el promedio de al menos 5 experimentos
independientes + DE. RA: relacion de area entre los picos de los estandares utilizados con
respecto al estandar interno.
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Evaluacion de los estandares de polifenoles a través de espectrometria de
masa

Como se menciond anteriormente, no se pudo detectar la presencia de los
estandares seleccionados en los extractos herbales de matico y llantén, a
través de un equipo HPLC con arreglo de diodo. Al respecto se postulé que las
concentraciones de estos estandares en las muestras de extractos eran
demasiado pequefias para ser detectadas por el HPLC utilizado. Es por ello
que se decidio utilizar un equipo de espectrometria de masas: HPLC Masa con
triple cuadrupolo (LC/MS/MS), que mide la masa de los iones y su abundancia;
para determinar la presencia de los estandares seleccionados en los extractos
herbales en estudio. Para determinar la masa de los iones presentes, la
muestra se ioniza y se evapora, asi las moléculas cargadas presentes en la
solucion pueden ingresar al analizador de masas y posteriormente al
transductor o detector (48). El proceso de ionizacién se llevo a cabo a través de
electro-spray, el cual se utiliza para moléculas solubles en agua y solventes

organicos.

Para caracterizar las moléculas de los estandares se realizé una inyeccioén por
infusion continua. Esta forma de inyeccidon entrega pequefos flujos de forma
exacta y constante, y se utiliza principalmente para calibrar y optimizar las

condiciones del equipo. La muestra se inyecta directamente al equipo de masa,
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sin pasar por el médulo HPLC, permitiendo una lectura mas rapida a tiempo

real. Las especificaciones técnicas utilizadas, se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Especificaciones técnicas empleadas para caracterizar las
moléculas de los estandares de polifenoles por espectrometria de masas

Parametro Especificaciones técnicas
HPLC Masa con triple cuadrupolo (LC/MS/MS)
Equipo
Applied biosystems 5500
Deteccion lonizacién modo negativo (Modo ESI -)
Flujo 7 uL/min
Inyeccion Infusién
Temperatura de la fuente 200 °C
Voltaje de la fuente -3200 a -4000

Se analizaron las muestras en modo positivo y negativo, siendo mayor la abundancia en modo
negativo, por lo que se elige este modo para la deteccién de los estandares de polifenoles.

La espectrometria de masas trabaja sélo con especies cargadas, es decir,
iones en estado gaseoso. Los espectros de masa presentan los datos segun la
relacion masa/carga (m/z), es decir, la relaciéon entre la masa y la carga
eléctrica del fragmento. Cuando las moléculas de la muestra son ionizadas en
la fuente (en este caso ionizacidén por electro-spray ESI), parte de la energia
introducida hace que las moléculas se fragmenten, en fragmentos
caracteristicos para cada molécula, los que ayudan a corroborar la

identificacion de la molécula madre (48).
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En equipos LC/MS/MS, la fuente se encarga de ionizar la muestra ingresada. El
ion formado se transporta al cuadrupolo que se divide en 4 secciones: Q0-Q1-
Q2-Q3. QO filtra la muestra de impurezas mayores; Q1 selecciona el ion
precursor o madre. Segun el potencial (voltaje) seleccionado, el ion pasa a Q2
donde el ion madre se fragmenta y finalmente se dirige a Q3 donde se filtran
los iones fragmentados, los cuales ingresan al detector. En la Figura 39 se

pueden observar los componentes mencionados de un equipo LC/MS/MS.

Linear Trap (Q,)
[ £

Curved
Collision

L Cell (Q,)
y Quadrupole (Q,)

-
Collisional focusing
and ion trapping (Q,)

Figura 39. Esquema de los componentes de un equipo LC/MS/MS
triple cuadrupolo
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Para caracterizar el ion madre y los fragmentos de cada estandar, se inyecto
una solucién de 1 uyg/mL, se ionizé la muestra y luego se determinaron los
fragmentos que presentaron una mayor abundancia. Ya que la abundancia de
los iones es mayor con una deteccion en modo negativo, al peso molecular de
los estandares se le debe restar 1 g/mol. Asi para el estandar de catequina,
cuyo peso molecular es 290,28 g/mol, el ion madre presenta una relacién
masa/carga de 289 m/z. En la Figura 40 se observa el espectro completo de la
infusion de catequina. A continuacién se prosiguié a aislar el ion madre de la
catequina, el cual se observa en la Figura 41. Al fragmentar este ion madre se
obtienen fragmentos con diferentes abundancias. Una vez obtenidos estos
fragmentos se seleccionan los fragmentos de mayor abundancia. Para la
catequina estos fragmentos tenian una relacion masa/carga de 109, 203 y 245
m/z. En la Figura 42 se observa el espectro de la fragmentacién del ion madre
de catequina y en la Figura 43 se observa el espectro aislado de los
fragmentos seleccionados. Este mismo procedimiento se realizé para todos los

estandares de polifenoles seleccionados (Anexo 3).

En la Tabla 14 se muestran los iones madre y los fragmentos obtenidos para
cada estandar, junto con los potenciales caracteristicos para cada fragmento
(los potenciales permiten el ingreso por los diferentes tramos del equipo

LC/MS/MS: Q0-Q1-Q2-Q3).
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Il -Q1:0.000 min from Sample 2 (Catequina 1 ppm) of estandares individuales.wiff (Turbo Spray) Max. 9.9e6 cps.
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Figura 40. Espectro completo de la infusion de catequina 1 pg/mL. Se observa el ion madre con una relacién
carga/masa (m/z) de 289, que corresponde al peso molecular descrito para catequina menos 1 g/mol ya que se obtuvo esta lectura en
modo negativo.
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Figura 41. Espectro aislado del ion madre del estandar de catequina.
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Figura 42. Espectro de la fragmentaciéon del ion madre del estandar de catequina.
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B _MS2 (289.00) CE (-30): 0.390 min from Sample 5 (catequina fragmentacion centrada) of estandares individuales.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e6 cps.|
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Figura 43. Espectro aislado de los fragmentos del estandar de catequina (109, 203 y 245).
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Tabla 14. lones madre, fragmentos y potenciales de
espectrometria de masa

los estandares de polifenoles determinados por

lones Potencial de des- Potencial de Energia de Potencial de salida
Fragmentos » _
Identificacion | madre agrupacion (DP) entrada (EP) colision (CE) de la celda (CXP)
m/z volts
109 -80 -7 -30 -19
Catequina 289 203 -80 -7 -25 -24
245 -80 -7 -22,5 -13
Luteolina-7- 133 -37 5 70 =T
447
glucésido 285 -37 -5 -36 -30
. 271 -100 -7 -68 -10
Rutina 609
300 -100 -7 -47 -38
121 27 -11 -38 -24
Quercetina 301 151 27 -11 -32 -15
179 27 -11 -28 -10
195 -6 -3 -35 -7
Baicaleina 269 223 -6 -3 -35 -25
251 -6 -3 -30 -39
. . 211 -25 -7 -75 -7
Apigenina-7-
lucosid 431 239 -25 -7 -63 -19
glucosido 268 -25 -7 -41 -25

m/z: relacion masa/carga. DP: potencial que permite el ingreso a Q0. EP: potencial que permite el ingreso de Q0 a Q1. CE: energia que permite

la fragmentacion del ion precursor (Q2). CXP: potencial que permite el ingreso de Q3 al detector.
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Obtenidas las condiciones optimizadas de los iones madre y de los fragmentos,

se procedié a analizar los extractos herbales por el equipo LC/MS/MS acoplado

a un equipo HPLC a través de una inyeccién por HPLC de los extractos de

matico y llantén. Las condiciones cromatograficas para estos experimentos, se

detallan en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones cromatograficas del equipo HPLC

acoplado a LC/MS/MS

Parametro Especificaciones técnicas

Equipo HPLC Masa con ftriple cuadrupolo (LC/MS/MS)
Applied biosystems 5500

Columna Purospher Star RP-18; 150 x 4.6 mm, 5 ym.

Fase Movil Fase A= Agua: Acido Acético (100:1)
Fase B= Metanol: ACN: Acido Acético (90:10:1)

Flujo 0,5 mL/min

Deteccién lonizacién modo negativo (Modo ESI -)

Volumen de inyeccioén 10 uL

Temperatura del horno 30°C

Parametros de la fuente

lon source Turbo spray
Curtain Gas (CUR) 10.0
Collision Gas (CAD) 8.0

lon Spray voltaje (IS) -3500.0
Temperatura (TEM) 650.0

lon Source Gas 1 (GS1) 80.0

lon Source Gas 2 (GS2) 20.0
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Al analizar los cromatogramas obtenidos, se evidencia la presencia de los
estandares de Luteolina-7-glucésido, Apigenina-7-glucésido, Rutina y
Quercetina en el extracto de matico y los estandares de Luteolina-7-glucésido y
Apigenina-7-glucosido en el extracto de llantén. En la Figura 44 se observan los
cromatogramas de los iones seleccionados de los estandares de polifenoles,

que se presentan en los extractos de matico y llantén.

Gracias a que los equipos de espectrometria de masa usan la relacién
masa/carga de los iones y no su concentracion, pudimos observar la presencia
de los estandares seleccionados presentes en los extractos de matico y llantén,
a excepcion del estandar de baicaleina, a pesar de que se describe en la

literatura su presencia en el extracto de llantén (69).
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Luteolina-7-glucosido (447/133)

Intensity

7eb
Beb
5eb
4eb
3eb
2e6
1eb
0l

2 4 6 g 10 12 14'; W@ 18 2 2 24 2% 28 30 32 34 B B!
Time. min

Extracto de matico

Intensity

2.0e5

1.5¢5

1.0e5

5.0ed

0.0e0

2 4 6 & 10 12 14 185T18 20 22 24 25 28 30 32 34 36 3B
Time, min

Extracto de llantén

Luteolina-7-glucosido (447/285)

Intensity

8eb
7eb
Beb
5eb
4eb
3eb
2e6
1eb
0e0

2 4 6 & 10 12 140 16 s 20 22 24 25 28 30 32 34 36 3B
Time, min

Extracto de matico

Intensiy

3.0e6
25e6
2.0e6
1.5e6
1.0e6
5.0e5
0.0e0

2 4 6 & 10 12 W 16¥ 18 20 22 24 25 28 30 32 34 3B 38

Time. min

Extracto de llantén

Rutina (609/271)

Intensity

5e5

4e5

35

265

1e5

0e0

2 4 ] S 10 12 14V16 W8 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38

Time. min

Extracto de matico

113




RESULTADOS
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Apigenina-7-glucésido (431/211)
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Apigenina-7-glucésido (431/268)
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Figura 44. Cromatogramas LC/MS/MS de los iones seleccionados para

cada estandar en los extractos de matico y llantén. Los numeros entre
paréntesis ubicados en los titulos de cada espectro indican la relacién masa/carga del ion
madre con cada fragmento.
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Parametros de Semiologia Clinica para evaluar Toxicidad de los extractos

de matico y llantén

Se determiné la toxicidad aguda tras la administracion oral de los extractos de

matico y llantén a ratas Sprague-Dawley. Los parametros testeados fueron:

Aspecto: si el pelaje presenta un aspecto normal, en mal estado, con
secreciones oculares y/o nasales o si presenta una postura anormal.
Comportamiento espontaneo: si es normal, si presenta pequefios
cambios, inactividad, automutilacion, vocalizacién anormal,
hiperactividad.

Comportamiento en respuesta a la manipulacién: si es normal, si
presenta pequefios cambios, cambios moderados, agresividad o animal
comatoso.

Constantes vitales: si es normal, si hay cambios notorios en la
temperatura corporal, frecuencia cardiaca o respiratoria.

Mortalidad.

Al realizar el examen semiolégico de las ratas controles y de las que recibieron

el tratamiento con los extractos herbales, no se observaron diferencias

significativas en ninguno de los parametros medidos; lo que indica la no

toxicidad de los extractos herbales bajo las condiciones establecidas.
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5.5. CAPACIDAD REDUCTORA DE HIERRO Y CONCENTRACION DE
MALONDIALDEHIDO EN PLASMA DE RATAS SPRAGUE-DAWLEY
TRATADAS CON DIFERENTES DOSIS ORALES DE LOS EXTRACTOS
DE MATICO Y LLANTEN

En general se acepta que los efectos farmacoldgicos observados se relacionan
con las concentraciones plasmaticas de un principio activo (46). Tratandose de
fitofarmacos que estan constituidos por muchos principios activos, cuyas
concentraciones individuales son muy bajas, la determinacion de Ia
concentracion plasmatica de alguno de ellos por los métodos actualmente
disponibles, se hace muy dificil. De aqui que postulamos que medir efectos
farmacologicos plasmaticos, seria una alternativa a la cuantificacion de
principios activos para la evaluacion farmacocinética de fitofarmacos. Se eligié
a los antioxidantes, ya que ellos son abundantes especialmente en preparados
herbales de sus hojas. Existen antecedentes que confirman la presencia no
s6lo de polifenoles en los extractos herbales, sino ademas, de compuestos
tidlicos, los cuales son los antioxidantes no-enzimaticos mayoritarios de la
célula animal (50). Estos compuestos podrian aumentar la capacidad
antioxidante plasmatica de animales tratados oralmente con el extracto de

matico y llantén.

Cabe senalar que todas las patologias en mayor o menor grado, disminuyen la

capacidad antioxidante celular, defensa necesaria para mantener Ia
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homeostasis redox del organismo. Mas aun, una disminucion de la capacidad
antioxidante puede conducir a estrés oxidativo, fendmeno estrechamente ligado
a la baja del sistema inmune y a procesos inflamatorios, ambos fendmenos que
también se asocian a todas las patologias (22, 64). Por lo tanto, la asociacion
de fitofarmacos a terapias para enfermedades que cursen con estrés oxidativo
importante, es valida proponerla para aumentar los agentes antioxidantes

presentes en el organismo.

Como una forma de probar nuestro postulado, en esta tesis se midié la
capacidad plasmatica reductora de hierro y ademas, la concentracién de
malondialdehido plasmatico, producto de la lipoperoxidacion enddégena. Para
estas determinaciones se utilizaron alicuotas de las mismas muestras de
plasma de las ratas utilizadas para la cuantificacion de polifenoles plasmaticos

por el método HPLC implementado.

Los rangos de tiempo ensayados fluctuaron entre 0 y 12 h post-administracién
oral de los extractos de matico y llantén. Los graficos no consideran los valores
en el intervalo de tiempo 0 y 2 h de tratamiento, debido a que en experimentos
previos en este intervalo de tiempo no se observaron diferencias significativas

entre los valores de los animales controles y tratados (datos no mostrados).
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5.5.1. Efecto temporal de los extractos de matico y llantén sobre la
capacidad plasmatica reductora de hierro
El ensayo que determina la capacidad plasmatica reductora de hierro (FRAP),
mide los antioxidantes presentes en el plasma capaces de reducir el complejo
Fe(lll)-TPTZ a Fe(ll)-TPTZ (Figuras 45, 46 y 47). Los resultados de este ensayo
se muestran en las Figuras 45, 46 y 47, para el grupo control, para los grupos
con el extracto de matico y llantén, respectivamente. En ellas se observa que la
capacidad reductora plasmatica de hierro efectivamente aumenta en los
animales tratados con los extractos herbales, siendo este aumento menor para
el llantén que para el matico. La diferencia del grupo matico A frente a su
control fue aproximadamente 72 umoles de hierro reducido/L de plasma a las 2
h de tratamiento, y la del grupo llantén A, aproximadamente 43 pmoles de
hierro reducido/L de plasma a las 2 h. Esto no coincide con la diferencia en
concentracién de polifenoles y tioles, 3 veces mayor para matico que para
llantén. Probablemente esto se deba a diferencias en las propiedades fisicas de
los antioxidantes presentes en ambos extractos. Al respecto y a diferencia de
llantén, matico mostré un segundo maximo de capacidad reductora de hierro a
las 10 h, indicando con ello una absorcion mas tardia de principios
antioxidantes. Cabe sefialar ademas, que a pesar de las diferencias en las
dosis A y B ensayadas, no se observaron diferencias significativas en el

aumento de la capacidad reductora de hierro plasmatico (p>0.05).
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5.5.2. Efecto temporal de los extractos de matico y llantén sobre la
concentraciéon de malondialdehido plasmatico
Otra forma de determinar la capacidad antioxidante celular. es determinar
productos de desecho de las oxidaciones celulares. Como se menciond
anteriormente, el malondialdehido (MDA) es un producto de la oxidacion de
lipidos, por lo que a mayor capacidad antioxidante plasmatica menor deberia
ser la concentracién de este producto en el plasma. Los resultados de estas
determinaciones para el grupo control y para los grupos con el extracto de
matico y llantén se muestran en las Figuras 45, 46 y 47, respectivamente.
Interesantemente, para las concentraciones de matico A y B el valor mas bajo
de MDA apareciéo a las 2 h. Esta disminucion coincide con el maximo de
capacidad reductora plasmatica de hierro entre 2 y 4 h para matico (Figura 46).
Similares resultados se obtuvieron con el extracto de llantén A y B; sin
embargo, la dosis B mostré un aumento del valor basal a las 10 h, que coincide
con la disminucion del aumento de la capacidad reductora de hierro plasmatico

que a las 10 horas también alcanzo niveles basales (Figura 47).

La significancia de las diferencias observadas para la capacidad plasmatica
reductora de hierro y MDA plasmatico aparecen en las Tablas 16 y 17,
respectivamente. Cada uno de los valores de p de las Tablas 16 y 17, fueron
calculados con respecto al grupo control, el cual fue analizado a las mismas

horas de tratamiento de los animales con los extractos.
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Se utilizé el test no pareado de Mann-Whitney para determinar el significado
estadistico. En las Tablas 16 y 17 se visualiza mejor el tiempo de duracion de
los efectos antioxidantes medidos para cada extracto, ya que diferencias no
significativas entre los valores basales controles y los aumentos (FRAP) o las
disminuciones (MDA) anteriormente expuestas, significan término del efecto

antioxidante provocado por los principios activos presentes en los extractos.

Control
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Figura 45. Capacidad plasmatica reductora del hierro y MDA plasmatico

tras la administracion oral de agua al grupo control. El volumen de agua
administrado a las ratas del grupo control fue equivalente al de los extractos herbales (300 pL).
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Matico A
250+ -1.0
- -~ FRAP
S % MDA
=% >
a =
< s
o A £
L 50, R « , foa
*
0 1 1 1 1 1 1 1
Control 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)
Matico B
250- -1.0
_y 2001 =
E 1504 :(U> -~ FRAP
o = -= MDA
< 1004 =
r =
50
* *
0

Control 2 4 6 8 10
Tiempo (h)

Figura 46. Capacidad plasmatica reductora del hierro y MDA plasmatico
tras la administracion oral del extracto de matico. Las dosis de matico Ay B
administradas fueron 0,546 y 5,46 mg equivalentes de catequina/Kg peso vivo, lo que
equivale a 2,0 y 20,0 mg de extracto seco/Kg peso vivo, respectivamente. Cada valor
representa el promedio de 3 animales por grupo = DE. *: p<0,05.
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Figura 47. Capacidad plasmatica reductora de hierro y MDA plasmatico

tras la administracion oral del extracto de llantén. Las dosis de llantén Ay B
administradas fueron 0,546 y 2,73 mg equivalentes de catequina/Kg peso vivo, lo que equivale
a 4,6 y 23,0 mg de extracto seco/Kg peso vivo, respectivamente. Cada valor representa el
promedio de 3 animales por grupo + DE. *: p<0,05.
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TABLA 16.

Significado estadistico de los valores de capacidad plasmatica
reductora de hierro

Tiempo (h) Matico A  MaticoB | Llantén A Llantén B
2 0,0127 0,0127 0,0127 0,0127
4 0,0127 0,0127 0,0127 0,0127
6 0,0127 0,0127 0,0127 0,0127
8 0,0127 0,0127 0,0195 0,1611
10 0,0127 0,0127 0,7555 1,0
12 0,0127 0,0127 0,2129 0,2129

Los resultados representan los valores de p, los cuales fueron
obtenidos utilizando el test no pareado de Mann-Whitney con
respecto al grupo control. Cada valor representa el promedio de 3
animales por grupo. Intervalo de Confianza: 95%. p>0,05 diferencias

estadisticamente no significativas.

TABLA 17. Significado estadistico de los valores de concentracion de
malondialdehido plasmatico

Tiempo (h) | Matico A MaticoB | Llantén A Llantén B
2 0,0106 0,0106 0,0155 0,0106
4 0,0106 0,0106 0,0106 0,0105
6 0,0106 0,0155 0,0155 0,0106
8 0,0106 0,0105 0,0155 0,0106
10 0,0128 0,0105 0,0155 0,0596
12 0,0106 0,0105 0,2818 0,3815

Los resultados representan los valores de p, los cuales fueron
obtenidos utilizando el test no pareado de Mann-Whithey con
respecto al grupo control. Cada valor representa el promedio de 3
animales por grupo. Intervalo de Confianza: 95%. p>0,05 diferencias

estadisticamente no significativas.
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6. DISCUSION

A nivel mundial, el uso clinico de fitofarmacos es escaso y la automedicacién
con preparados herbales no estandarizados, es lo que masivamente ocurre. A
su vez, los preparados herbales comerciales de una misma planta, son muy
variados; existiendo diferencias en la proveniencia de la planta (recoleccion o
cultivo), parte de la planta utilizada (hojas, frutos, flores, etc.), procesos de
extraccion que utilizan diferentes condiciones, etc. Por otra parte, existen
diferentes paradigmas pobremente explicados como son: “Los preparados
naturales no son téxicos” y “Las plantas medicinales curan todas las
patologias”. Mas aun, los estudios cientificos acerca de la posologia,
seguridad y eficacia de los distintos preparados herbales son escasos. Por lo
que a nuestro juicio, las falencias nombradas son las que impiden el uso

clinico masivo de los fitofarmacos.

La fitoterapia se apoya en diferentes postulados que pueden ser demostrados
farmacoloégicamente. Muchos de estos postulados se relacionan con los
principios activos involucrados en los mecanismos defensivos de las plantas,
como por ejemplo sus compuestos antioxidantes y activadores del sistema
inmune. Varios de los mecanismos defensivos de las plantas son similares a
los de la célula animal, aunque la estructura quimica de los compuestos

involucrados sea diferente. Asimismo, un analisis de las diferentes patologias
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DISCUSION

muestra que todas ellas, en mayor o menor grado, estan asociados a estrés
oxidativo, fendmeno estrechamente relacionado con la activacion del sistema

inmune y los procesos inflamatorios (Figura 47).

Estrés

Oxidativo

Baja Sistema Proceso

Inmune Inflamatorio

Figura 48. Diagrama del estrés oxidativo sobre el sistema inmune

La inflamaciéon es un proceso fisiolégico a través del cual se degradan
oxidativamente estructuras celulares dafadas, para luego ser reemplazadas
por otras funcionales. Este proceso es gatillado por diversas citoquinas, las
que en general se activan por procesos redox que responden a EROs. Asi,
frente a un estrés oxidativo y para evitar el dano a biomoléculas, la célula
activa factores de transcripcion nuclear que conducen a la expresién de
diferentes genes entre ellos factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias,

moléculas reguladoras del ciclo celular y enzimas antioxidantes.
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Uno de estos ejemplos es lo que sucede en la senalizacion de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Esta actividad gatillada por EROs,
implica la activacion de factores de transcripcidén nucleares. Estos factores
controlan la expresion de genes protectores que reparan el ADN danado,
potencian el sistema inmune, detienen la proliferacion de las células dafiadas
e inducen apoptosis. Por otra parte, el factor de transcripcién nuclear NFkf,
estd implicado en la respuesta inflamatoria y la proteina AP-1 es importante
para el crecimiento y la diferenciacion celular. Cabe sefialar que Ps3 es un gen
cuya alteracion esta asociada con mas de la mitad de todos los canceres
presentes en humanos, patologia que se describe como una inflamacion
cronica irreversible. La proteina p53 protege un punto de control del ciclo
celular y la inactivacion de ella provoca la division celular descontrolada. El
factor nuclear de células T activadas (NFAT) regula la formacién de citoquinas,
el crecimiento muscular y la diferenciacion, la angiogénesis y la adipogénesis.
Asimismo, el factor HIF-1 regula la expresion de muchos genes relacionados
con el cancer, incluyendo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
enolasa, hemoxigenasa-1 y la lactato deshidrogenasa A (79). Estos
antecedentes nos llevan a postular que preparados herbales que contienen
principios activos antioxidantes-antiinflamatorios podrian constituir una buena
estrategia terapéutica conducente a mejorar las defensas del organismo de los

pacientes que enfrentan cualquier patologia.
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DISCUSION

Es por ello que en esta tesis se postuld que los efectos antioxidantes
plasmaticos provocados por fitofarmacos, podrian ser utilizados como un
marcador farmacoldgico a medir a través del tiempo, representando una nueva
estrategia metodoldgica para evaluar parametros farmacocinéticos de

fitofarmacos.

¢,Puede ser reemplazada la metodologia farmacocinética clasica que

cuantifica concentracién plasmatica de un farmaco, por la cuantificacion de

algun efecto farmacolégico medible en plasma? Para responder esta pregunta
respecto de un fitofarmaco, es necesario considerar los siguientes aspectos:

1. Un fitofarmaco corresponde a un preparado herbal polivalente en principios
activos (57).

2. Existen varios principios activos que desarrollan iguales efectos benéficos;
sin embargo, no siempre el mecanismo a través del cual se ejercen dichos
efectos, es el mismo. Esto explica el fenébmeno de sinergismo descrito en
nuestros resultados in vitro (9, 47, 48). Ademas, el sinergismo potencia el
efecto benéfico individual de los principios activos.

3. Dado que pequefas concentraciones de fitofarmacos  son
farmacologicamente efectivas, el rango terapéutico es generalmente mas
amplio que el de los farmacos sintéticos. Esto determina que los

fitofarmacos sean mas seguros o menos toxicos.
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¢, Cuales principios activos podrian ejercer efectos medibles en sangre?
Deseando aumentar los mecanismos de defensa como estrategia terapéutica,
se pensd en la cuantificacion de antioxidantes. Las plantas poseen altas
concentraciones de compuestos antioxidantes, entre ellos, compuestos
fendlicos y azufrados. Estos compuestos son muy abundantes especialmente
en las hojas, droga vegetal utilizada en la preparacion de la mayoria de los
fitofarmacos como es el caso de los extractos herbales utilizados en este
estudio. Cabe sefialar que la capacidad antioxidante celular es una
caracteristica propia de todo tipo de células en el organismo, donde las células
de la sangre no son la excepcién. Esto debido a que los fenédmenos redox son

la base del catabolismo y el anabolismo celular.

En esta tesis se comparé la capacidad antioxidante in vitro de dos extractos
hidro-alcohdlicos estandarizados de Buddleja globosa Hope (matico) vy
Plantago major L. (llantén). Es importante destacar que aunque ambos
extractos fueron preparados bajo las mismas condiciones, el extracto de
matico desarrollé una capacidad antioxidante in vitro 3 veces mayor que la del
extracto de llantén, esto demostrado por su capacidad de inhibir la
lipoperoxidacion (Figura 11 y Tabla 2) y la oxidacién de tioles microsémicos de
higado de rata (Figura 12 y Tabla 2). Mas aun, al mezclar ambos extractos, los
efectos inhibitorios de esta mezcla sobre la lipoperoxidacién fueron aditivos

(Figura 14); sin embargo, los efectos inhibitorios sobre la oxidacién de los
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DISCUSION

tioles microsémicos fueron sinérgicos (Figura 15). Esto corrobora Ilo
anteriormente expuesto en relacibn a la diversidad de compuestos
antioxidantes presentes en este tipo de preparados polivalentes, los que

pueden incluso actuar sinérgicamente.

Entre los mecanismos a través de los cuales estos extractos desarrollarian la
actividad antioxidante observada se pueden mencionar: a) el atrapamiento de
radicales libres del oxigeno y b) la quelacién de metales de transicion. Al
respecto, ambos extractos fueron capaces de quelar iones cupricos, como se
muestra por el cambio del espectro de absorbancia de estos iones en

presencia de los extractos de matico y llantén (Figura 16).

Es importante mencionar que en los sistemas bioldgicos, los compuestos
tidlicos son los agentes antioxidantes celulares mas abundantes en los
organismos animales, siendo el GSH, el principal y mayoritario. Como se
menciond en la introduccién, ellos ejercen su actividad antioxidante a través de
mecanismos similares a los polifenoles; sin embargo, los tioles presentan
diferencias, ellos una vez oxidados, pueden ser re-reducidos por otros
compuestos tidlicos, por lo tanto, pueden ser reutilizados (93, 94). Por otra
parte, la actividad de diferentes proteinas es regulada por procesos redox que
involucran la oxidacién/reduccién de sus grupos tidlicos. Asi podemos

mencionar la activacion de factores de transcripcion nuclear (MAPK) (79) y
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regulacion de  actividades enzimaticas (GSH-transferasa, @ UDPG-
glucuroniltransferasa) (36, 40, 79). En estas reacciones redox estan
involucradas tiorredoxinas, glutaredoxinas y GSH. De aqui nuestro interés de
medir la actividad GSH transferasica en presencia de los extractos herbales. La
forma activa de esta enzima es su dimero —S-S-. Por lo tanto, la presencia de
compuestos capaces de reducir enlaces —S-S- a —SH deberia inhibir la actividad
conjugante de esta enzima (Tabla 5). A igualdad de concentracién de tioles de
los extractos herbales, la actividad de la GSH-transferasa microsémica fue
inhibida en igual magnitud. Esta propiedad indicaria que estos extractos podrian
ademas actuar in vivo en funciones regulatorias. Cabe mencionar, que
antioxidantes tales como ditiotreitol, N-acetil-cisteina y cisteina mostraron una
capacidad inhibitoria de la actividad GSH-transferasica aproximadamente 100
veces menor a la de los extractos en estudio (Tabla 5). Los ICsp de los extractos
herbales estdn en el rango de concentracion nM y los de los compuestos
purificados, en orden uM. Estos resultados avalan los resultados obtenidos en
la reversion de la oxidacion de los tioles microsémicos y huevamente apoyan
nuestro postulado en relacion a que la variedad de compuestos antioxidantes
presentes en los extractos, les permite desarrollar en este caso, su actividad

antioxidante de forma sinérgica (29).

Para medir parametros farmacocinéticos como Ila biodisponibilidad,

normalmente se utilizan métodos clasicos HPLC. Es por esto que previo a
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evaluar la capacidad antioxidante plasmatica, se implementé un método HPLC
para cuantificar polifenoles en el plasma de las ratas tratadas con los extractos
herbales. Para ello se utilizaron muestras de plasma cargados con los
estandares rutina, quercetina, baicaleina, luteolina-7-glucésido y apigenina-7-
glucodsido. Las dosis administradas fueron extrapoladas de un estudio clinico
realizado por nuestro Laboratorio con un extracto de matico (manuscrito en
revision), el cual demostrd actividad farmacoldgica con las dosis utilizadas.
Desafortunadamente, los cromatogramas obtenidos de las muestras de plasma
de las ratas que recibieron dicha dosis y una 10 veces mayor, s6lo mostraron el
pico correspondiente a la catequina, polifenol utilizado como estandar interno

(Figuras 36, 37 y 38).

La no aparicion de picos en los cromatogramas del plasma de ratas tratadas,
podria deberse a:

1) La ausencia de los marcadores en los extractos en estudio.

2) La dosis administrada. Aunque se demostrd su eficacia terapéutica, fue
muy baja para poder observar concentraciones medibles en plasma por
el método HPLC. Existen publicaciones que utilizan dosis
excesivamente altas para poder obtener resultados positivos en plasma,;
sin embargo, estos estudios no consideran los potenciales efectos

toxicos de dichas dosis (47, 88).
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3) La baja concentracion de cada uno de los polifenoles presentes en los
extractos en estudio, los cuales no pudieron ser detectados por el
equipo HPLC con arreglo de diodo utilizado.

4) La biodisponibilidad de polifenoles administrada. Segun la literatura, la
biodisponibilidad por via oral fluctua entre un 15 a un 60% (46, 56, 62,
71, 95), dependiendo tanto de factores fisiolégicos como del extracto
administrado. Los polifenoles en el tracto gastrointestinal se pueden
absorber y pasar a la circulacion sistémica, o tener un efecto local. Los
qgue llegan a la sangre, se pueden metabolizar originando metabolitos

con una estructura quimica diferente a la molécula original.

Si bien no se pudo desarrollar una tecnologia HPLC para determinar
parametros farmacocinéticos y biodisponibilidad de nuestros extractos
utilizados en ratas, este trabajo deja un set de tecnologia para medir
polifenoles como marcadores de extractos herbales; ya que el perfil
cromatografico de los polifenoles del extracto de matico fue diferente al del
extracto de llantén. Estos perfiles cromatograficos podrian también ser
utilizados para investigar la calidad de los antioxidantes presentes en extractos
de diferente origen, determinando la homogeneidad de diferentes lotes de

produccion y asi la uniformidad de los productos finales.
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Los marcadores polifendlicos utilizados para implementar el Método HPLC
estan descritos en la literatura y por tanto, como una forma de detectar su
presencia en los extractos herbales se decididé analizar dichos extractos en un
equipo HPLC acoplado a un espectrometro de masa (LC/MS/MS), metodologia
de mayor sensibilidad que el HPLC. A través de este estudio se pudo
corroborar la presencia de los estandares seleccionados en los extractos de
matico y llantén. Esto demuestra la baja concentracién de los principios activos
en los extractos herbales, aunque en nuestro caso se trata de compuestos
polifendlicos que son los mayoritarios especialmente en las hojas de las plantas

medicinales.

Respecto de la capacidad antioxidante plasmatica de los animales tratados,
observamos que la capacidad plasmatica reductora de hierro aumenté (Figuras
46 y 47). Sin embargo, aunque se les administré la misma concentracion de
polifenoles a los animales tratados con matico y llantén (0,546 mg equivalentes
de catequina/Kg peso vivo), el grupo matico presentdé una mayor actividad
reductora de hierro plasmatico que el grupo llantén. Esto indicaria que no sélo
los polifenoles y tioles estarian involucrados en esta actividad antioxidante
plasmatica, sino que también otros compuestos antioxidantes, como por
ejemplo aminas organicas, las cuales aportarian a la capacidad antioxidante

plasmatica.
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Cabe sefialar ademas que el aumento temporal observado en el plasma de
ratas tratadas con matico, mostrd la aparicion de dos picos maximos. El llantén
en cambio, mostré sdélo un pico temprano (Figura 46 y 47). Esto podria deberse
a diferencias en la solubilidad del conjunto de compuestos antioxidantes
presentes en ambos extractos. Los compuestos liposolubles se absorben mas
rapidamente que los polares. Por lo tanto, el extracto de matico podria contener
antioxidantes liposolubles que corresponderian a su accion antioxidante que
origino el primer pico y otros mas polares que evidenciarian su accion a través
del segundo pico observado. ElI unico pico del Illantén aparecido
tempranamente, indicaria que el conjunto de compuestos antioxidantes de este
extracto tendrian un caracter lipofilico. Para ambos extractos se han descrito
propiedades antiinflamatorias (4, 6, 7, 43, 80); sin embargo, al matico se le
asignan principalmente propiedades cicatrizantes de heridas de la piel y
gastrointestinales. El llantén en cambio, se utiliza como hepato-protector, lo
cual requiere la absorcién de sus principios activos (53). Estos efectos
terapéuticos concuerdan con nuestros resultados; los principios activos
responsables de los efectos cicatrizantes del matico corresponderian
principalmente al segundo pico de aumento de la capacidad antioxidante
plasmatica, debido a una mayor dificultad de absorcién de ellos. Asimismo, el
pico temprano (2 h) aparecido tanto en el extracto de matico como el de llantén

seria responsable de los efectos sistémicos descritos para extractos de hojas
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de estas plantas y corresponderian a los principios activos liposolubles, de

absorcidon mas rapida (71).

Consecuente con el aumento de la capacidad antioxidante plasmatica, la
concentracion de MDA plasmatico disminuy6 (Figuras 46 y 47), fendmeno que
fue cuantitativamente mayor en las ratas tratadas con matico que con llantén.
Es importante mencionar que el aumento de la capacidad antioxidante
plasmatica observada no involucra la induccion de enzimas antioxidantes. En
nuestros experimentos, este ultimo fendmeno no puede ser considerado debido
al tiempo maximo de medicion evaluado, que fue de 12 horas después de
administrado el extracto. La visualizacion de los efectos de la induccién

enzimatica requiere al menos de 24 horas de tratamiento.

Lamentablemente, no se observd correlacion entre las dosis administradas a
las ratas y la capacidad antioxidante plasmatica. Probablemente estos
resultados se relacionan con las bajas dosis administradas y concuerdan con la
no aparicién de los picos de los estandares en las muestras de plasma de las
ratas tratadas. Las dosis descritas en la literatura para este tipo de
investigaciones se distribuyen en un rango muy amplio y muy superiores a las

dosis utilizadas en este estudio (8).
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Resumiendo podemos decir que:

1. Ambos extractos presentaron actividad antioxidante in vitro y
aumentaron la capacidad antioxidante plasmatica de ratas tratadas
oralmente con los extractos de matico y llantén.

2. El efecto farmacolégico antioxidante plasmatico no se pudo correlacionar
con la concentracién plasmatica de los polifenoles medidos por el
método HPLC previamente implementado.

3. Aigualdad de dosis (igual concentracion de polifenoles vy tioles), el efecto
antioxidante plasmatico del grupo matico fue 3 veces superior a la del
grupo llantén.

4. No se observé correlacion entre las dosis administradas a las ratas y la
capacidad antioxidante plasmatica. Las dosis menores ensayadas de los
extractos fueron extrapoladas de datos de nuestro laboratorio obtenidos
de estudios clinicos previos, que demostraron la eficacia y seguridad de
las dosis administradas.

5. Si bien el método HPLC implementado no permiti6 determinar la
concentracién plasmatica de polifenoles presentes en cada uno de los
extractos, este método podria ser utilizado para determinar el perfil
cromatografico de distintos lotes de un preparado herbal estandarizado.
Mas aun, este analisis cromatografico sumado a la cuantificacién de los
marcadores especificos actualmente establecidos, entregarian una

caracterizacion mas confiable de los preparados herbales.
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Este trabajo es el primer estudio que pretende evaluar caracteristicas
farmacocinéticas de fitofarmacos (extractos polivalentes). Es importante
resaltar que aunque no observamos correlaciones dosis-respuesta, el efecto
antioxidante de los extractos si fue medible en el plasma de las ratas tratadas.
Es por ello que nuevos estudios estan en desarrollo para confirmar los
hallazgos encontrados en este trabajo. La implementacion de metodologias
que nos permitan evaluar parametros farmacocinéticos, permitiria que los
fitofarmacos cumplan con mayores estandares farmacocinéticos facilitando su

uso en atencién primaria de salud.
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7. CONCLUSIONES

* Los métodos ensayados in vifro nos permitieron tener una primera
caracterizacion de los preparados herbales, en base a sus principales
componentes antioxidantes, polifenoles y tioles, con accién
farmacoldgica.

* La metodologia HPLC implementada nos permitié obtener el perfil
cromatografico de ambos preparados y compararlos entre si.

* La capacidad antioxidante plasmatica nos permitié caracterizar el efecto

farmacoldgico in vivo de los preparados.

Consideramos que este trabajo, a pesar de ser el primer intento para asemejar
la evaluacién de farmacos sintéticos a un fitofarmaco (polivalente), abre
posibilidades de obtener metodologias que permitan controlar la eficacia y
seguridad de los fitofarmacos. La diversidad de preparados comerciales
provenientes de una misma especie vegetal hace necesario esta
implementacion metodologica. Ello permitiia no sélo obtener lotes
homogéneos, sino ademas estar seguros de la eficacia de los mismos,
ayudando asi al uso masivo de fitofarmacos, especialmente en nuestra

Atencién Primaria de Salud.
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9. ANEXOS

9.1. CERTIFICADOS DE ANALISIS, LABORATORIOS XIMENA POLANCO.

LABORATORIOS XIMENA POLANCO
Dresden 4640-San Miguel-Santiago-Chile
Fono-Fax; 551 5336

E-mail: ventas@xpolanco.com
www.xpolanco.com

Certificado de Anilisis

Producto : Matico T.M.

Serie 1057201 Fecha :07.07.11
Cédigo : 1110032 N° Analisis  : *SE - 1906
Vencimiento : 05.2014 **B-1163
Tamafio lote : 34,9kg

Caracteristicas Botdnicas Especificacién Anlisis
Nombre cientifico Buddleja globosa Cumple
Parte de la planta utilizada Hojas Cumple
Caracteristicas Organolépticas

Aspecto Liquido Transparente Cumple
Color Pardo Café
Olor Caracteristico Cumple
Caracteristicas Fisico-Quimicas

pH 5,00 -7,00 5.5
Graduacion Alcohélica (15°C) 40° - 55°GL 43° GL
Peso especifico (20°C) 0,920 - 0,960 g/mL. 0,947 g/mL
Residuo sélido Minimo 1,50 % 24%
Identificacién

Flavonoides Positivo Positivo
Taninos Positivo Positivo
Saponil Positivo Positivo

(*) Identificacién Quimica:

Las manchas de identificacién en cromatografia en capa fina de una alicuota de muestra son

similares con las manchas de identificacion de una alicuota estandar.

(**) Identificacién Botanica:

vegetal

Las caracteristicas de género y especie de una muestra de material vegetal corresponden a material

andar por 6n de

Observacion: 1 gramo de droga vegetal rinde 10 mL de extracto (T.M.)

UN COMPROMISO DE SERIEDAD.... UN COMPROMISO DE SERIEDAD.... UN COMPROMISO DE

9,7 Sonia Loyola M.
Analista

SERIEDAD...

- Q.F. Sdenka Barl

Jefe Control de Calidad

\
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ANEXOS

LABORATORIOS XIMENA POLANCO

Dresden 4640-San Miguel-Santiago-Chile
Fono-Fax; 551 5336

E-mail: ventas@xpolanco.com
www.xpolanco.com

Certificado de Analisis

Producto : Llanten T.M.

Serie : 067251 Fecha :07.07.11
Vence : 06.2015 N° Analisis  :SE-1924
Tamaiio Lote : 75,7 Kg **B-1161
Caracteristicas Botdnicas Especificacién Anilisis
Nombre cientifico Plantago major Cumple
Parte de la planta utilizad Parte aérea Cumple
Caracteristicas Organolépticas
| Aspecto Liquido Liquido
Color Pardo Pardo
Olor Caracteristico Caracteristico
Caracteristicas Fisico-Quimicas

pH 5,00 — 7,00 5,64
Graduacién Alcohélica (15°C) 40° - 55°GL 50° GL
Peso especifico (20°C) 0,920 - 0,960 g/mL 0,9326 g/mL
Residuo sélido Minimo 1,50 % 1,98 %
Identificacién

| Saponinas Positivo Positivo
Taninos Positivo Positivo
Flavonoides Positivo Positivo

(**) Identificacién Botanica:

Las caracteristicas de género y especie de una muestra de material vegetal corresponden a

and P

i6n de

material vegetal por

Observacion: 1 gramo de droga vegetal rinde 10 mL de extracto (T.M.)

Sonia Loyola M.
Analista

UN COMPROMISO DE SERIEDAD....

SERIEDAD...

UN COMPROMISO DE SERIEDAD.... UN COMPROMISO DE

Q.F. Sdenka Barbefy S.
Jete Control de Calidad
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ANEXOS

9. 2. CERTIFICADO COMITE DE BIOETICA
>

%;%; UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
Comité de Bioética Sobre Investigacion en Animales

CERTIFICACION

Este Comité, certifica que en el Proyecto de Investigacion titulado: “Relacién de la
concentracion plasmdtica de polifenoles sobre la capacidad antioxidante de extractos
herbales hidroalcohdlicos de matico y llantén” cuya investigadora responsable es la
Dra(c) Andrea Miiller Sepiilveda, y cuyos tutores son la Dra. Maria Eugenia Letelier y el
Dr. Ivan Saavedra, no se plantean acciones que contravengan las normas Bioéticas basicas
de Manejo y Cuidados de los animales a utilizar en los procedimientos experimentales
planificados (Protocolo CBA# 0486 FMUCH).

La Dra(c) Miiller se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacién sin previa
informacion y posterior aprobacion por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion por el tiempo que dure la realizacién del proyecto de

tesis para obtener el grado de Doctora en Farmacologia.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Fuacultad de Medicina, Universidad de
Chile estd constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencién de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas y una periodista de esta Facultad. El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacicn del "PROTOCOLO DE MANEJO Y
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO” después de un estudio acucioso por todos sus
miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de Bioterios, de las observaciones exigidas
por el Comité.

G A

Dr. Carlos V,
Presidente’
Santiago, 16 de Enero de 2012,
cc.:  Dra. M. E. Letelier, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de Chile,

Dr. lvin Saavedra, Campus Occidente, Universidad de Chile
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ANEXOS

9.3. ESPECTROS LC/MS/MS DE LOS ESTANDARES DE POLIFENOLES

Espectro completo de la infusion de apigenina-7-glucésido 1 uyg/mL.
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ANEXOS

Espectro completo de la infusion de baicaleina 1 ug/mL.

B .01:0.351 min from Samgle 40 (Baicaleina miz 269 rango) of estandares individuales. wiff (Tubo Spray)
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Espectro aislado del ion madre del estandar de baicaleina.

B _)182 (289.00) CE (-40): -20.000 Volts from Sample 44 (Baicaleina miz269 frag 65-139-195-222-251) of estandares individuales.wiff {Turco S...
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Espectro de la fragmentacion del ion madre del estandar de baicaleina.
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ANEXOS

Espectro completo de la infusion de luteolina-7-glucésido 1 ug/mL.

B .01:0.251 min from Sample 55 (Luteolina 7-G miz 447 rango) of estandares individusies.wiff (Turbo Spray)
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Espectro aislado del ion madre del estandar de luteolina-7-glucésido.

B 1482 (447.00) CE (-5): -8.000 Volts from Sample 59 (Luteclina 7-G miz 447 fragm rango) of estandares individuales.wiff (Turbo Spray)
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Espectro de la fragmentacion del ion madre del estandar de luteolina-7-

glucésido.

B )82 (447.00) CE (-5): -80.000 Volts from Sample 59 (Lutecina 7-G mvz 447 fragm rango) of estandares individuales.wiff (Turco Spray)
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ANEXOS

Espectro completo de la infusion de quercetina 1 pg/mL.

B _01:0.857 min from Sample 31 (Q. a miz 301) of wiff (Turbo Spray)
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Espectro aislado del ion madre del estandar de quercetina.

sz (301.00) CE (-25): -8.000 Volts from Samgple 35 (Quercetina miz 301 fragmentacion ranco) of estandares individuales.wiff (Turbo Spray...
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Espectro aislado de los fragmentos del estandar de quercetina.

sz (301.00) CE (-25): -28.000 Volts from Sample 35 (Quercetina m'z 301 fragmentacicn ranco) of estandares individuales.wiff (Turbo Spra...
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ANEXOS

Espectro completo de la infusion de rutina 1 pyg/mL.

B .01 0.691 min from Sample 22 (Rutina m/z609 range ) of estandares individuales. wiff (Turte Spray)
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Espectro aislado del ion madre del estandar de rutina.

sz (609.00) CE (-40): -14.000 Volts from Sample 25 (Rutina m/2609 rango of
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Espectro de la fragmentacion del ion madre del estandar de rutina.

sz (610.00) CE (-60): -58.000 Volts from Sample 26 (Rutina m'z 609 of wiff (Turbo Spray) Max. 2.9e5 cps.|
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