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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. Especies reactivas y sistemas antioxidantes

Debido a su configuracion electrdnica el oxigeno tiende a ganar electrones y, por lo tanto, es un
potente oxidante. Durante el proceso de respiracion celular (fosforilacion oxidativa) el O, es progresi-
vamente reducido a partir de un suministro controlado de cuatro electrones para producir agua. Sin
embargo, es posible que ocurra una reduccion incompleta del O, que conduce a la formacion de enti-
dades quimicas que contintan siendo oxidantes. Estas moléculas son conocidas como especies reacti-
vas del oxigeno (ERO’s).

Algunas de estas especies actian como radicales libres (RL) que pueden ser definidos como molé-
culas o &tomos que contienen uno o mas electrones desapareados, lo que les confiere un alto grado de
reactividad (Swaran, 2009). A través de una, dos o tres reducciones de electrones, el oxigeno puede
generar sucesivamente el O, (radical anion superéxido), H,0, (perdxido de hidrogeno) o OH” (radi-
cal hidroxilo). La produccion de los distintos radicales se vincula a partir de varias reacciones quimi-
cas y enzimaticas. La superdxido dismutasa (SOD) convierte el O, en H,0,, y este Gltimo puede
generar OH” en presencia de Fe®*, en lo que se conoce como la reaccion de Fenton (Morel y Barouki,
1999).

Por otra parte, el O, participa en la reaccion de Haber-Weiss, la cual combina la reaccion de Fen-
ton y la reduccién de Fe** a partir de O, produciendo Fe?* y O, (Swaran, 2009).

El primer paso del ciclo catalitico se produce por la reduccion del cation férrico a cation ferroso:
Fe* +0,” — Fe*" + 0,

El segundo paso es una reaccion de Fenton:  Fe?* + H,0, — Fe** + OH™ + OH”

La reaccion (Haber-Weiss) neta es: Og*' + H,0, — OH +OH + 0,

Ademas de las ERO’s existen especies reactivas del nitrogeno (ERN’s) y del cloro (ERC’s) (Dro-
ge, 2011; Freidovich, 1999).

Las especies reactivas (ER’s) derivadas de los procesos oxidativos, constituyen una parte integral
del metabolismo y se producen continuamente en el organismo como consecuencia del estrés, la irra-
diacion, la inflamacion, el ejercicio fisico y la injuria celular (Halliwell y col., 1992). También se
podria decir que tanto sustancias enddégenas como exdgenas producen ER’s, pudiendo ser iniciadas
por reacciones no enzimaticas entre compuestos organicos con oxigeno o iniciadas por radiaciones
ionizantes (Pham-Huy y col., 2008). Existen fuentes exdgenas de ER’s como los efluentes industriales
y el humo del cigarrillo, y fuentes enddgenas derivadas de macr6fagos y neutrofilos, ademas de la
fosforilacién oxidativa (Sen y col., 2010).

Es sabido que las ER’s enddgenas se producen constitutivamente en las células actuando como
sefiales intracelulares (segundos mensajeros) que llevan a diferentes respuestas como las relacionadas
con la modulacidn del crecimiento celular a través del balance proliferacion/muerte celular (Droge,
2002; De Coursey y Ligeti, 2005; Storz, 2005). Por ejemplo, las células fagociticas como los neutréfi-
los, al reconocer organismos extrafios desencadenan la formacion de especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno (EROyN’s) en un episodio llamado estallido respiratorio, inducido por citoquinas, facto-
res de crecimiento (como el nervioso, el plaquetario y el fibroblastico), interleuquinas, angiotensina,
factor de necrosis tumoral o. (TNF-a), angiotensina I, factor transformante del crecimiento, factor
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estimulador de colonia de macrofagos y de granulocitos (Thannickal y Fanburg, 2000), que lleva a la
destruccion de patdgenos.

También, en células no fagociticas las ERO’s participan en el camino intracelular de las MAPK
(protein quinasas activadas por mitdgeno) (Sun y Oberley, 1996). Ciertos factores de crecimiento y
citoquinas que se unen a diversos tipos de receptores actlan a través de ERO’s como sefiales intrace-
lulares reguladoras de la proliferacion y la muerte celular (Neufeld y col., 1999). Se ha visto que el
H,0,y el O, inducen la fosforilacion de tirosinas quinasas en fibroblastos, linfocitos T y B, macro-
fagos y células mieloides. Ademas, las ERO’s estimulan la liberacion de calcio, que a su vez se rela-
ciona con los procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Parekh y Penner, 1997). Por otro
lado, las serina/treonina quinasas (PKC) estan sometidas a un sistema celular de regulacion redox. La
activacion de PKC por oxidantes desempefia un rol importante en el desarrollo del cancer. Mé&s aun, el
H,O, tiene la capacidad de modular las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) y la qui-
nasa activada por mitdgenos (p38) cuyo balance lleva a la proliferacidn o a la apoptosis celular.

Por otro lado, las ERN’s producidas por neuronas actian como neurotransmisores y las generadas
por macréfagos actlan como mediadores de la inflamacion. Ademas, son responsables de la adhesién
de los leucocitos, la trombosis, la angiogénesis y del tono vascular. Mas atn, las ERO’s son inducidas
por situaciones de estrés como hipoxia, inanicion, infecciones y estimulacion con factores de creci-
miento.

En definitiva, las EROyN’s estan involucradas en un gran nimero de respuestas intracelulares
(Droge, 2002; Fang y col., 2002) como:

I) Regulacion de la produccion redox de 6xido nitrico (ON).

I1) Regulacion de la hipoxia.

I11) Regulacion de la diferenciacion celular.

IV) Regulacion de la autofagia.

V) Regulacién redox de la adhesion celular.

V1) Regulacion redox de la respuesta inmune.

VI1) Regulacién del envejecimiento.

VI1I) Induccién de la apoptosis, transcripcion génica, transduccion y regulacién de otras funciones
celulares.

Si bien el metabolismo basal celular continuamente produce ER’s, existen sistemas antioxidantes
gue acttan como eliminadores de las mismas para prevenir su acumulacién y posibles efectos deleté-
reos (Morel y Barouki, 1999). Un antioxidante es una sustancia capaz de prevenir o retardar la oxida-
cién de otras moléculas (Swaran, 2009).

Se conoce la existencia de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que contrarrestan el efecto
de las EROyN’s a nivel celular y molecular. Bajo pequefias concentraciones especificas inhiben o
retrasan los procesos oxidativos interrumpiendo las reacciones en cadena de los radicales. Ademas,
los antioxidantes son quelantes de los iones metalicos responsables de la produccion de ERO’s ya que
tienen el potencial para actuar tanto en la membrana como en el citoplasma.

En cuanto a los antioxidantes enzimaticos, se puede citar principalmente a la Super6xido Dismutasa
(SOD), a la Catalasa (CAT) y las Peroxidasas (Px).

La SOD es una enzima presente en todos los organismos que respiran oxigeno y cataliza la dismu-
tacion de O, a O, y H,0, con una muy alta velocidad de reaccion.

20,7+ 2H" 2P, H,0,+ 0,
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Esta enzima se presenta de 2 formas dependiendo de su ubicacion. En las mitocondrias, la SOD se
presenta con Mn en su conformacion y en el citoplasma, el Cu 'y el Zn son los metales principales en
su estructura. La doble ubicacion de la SOD asegura que la mayor parte del radical superéxido sea
convertido en H,0,.

La CAT es una enzima presente en las células vegetales, animales y en bacterias aerébicas y se
localiza en una organela celular llamada Peroxisoma. La enzima promueve eficientemente la conver-
sion de H,0, en agua y O,.

2H,0, <2, 2 H,0 + O,

Por otro lado, el metabolismo del Glutation es uno de los mecanismos esenciales de la defensa
antioxidante. La enzima Glutation Peroxidasa (GPx) en presencia de Glutation reducido (GSH), agre-
ga dos electrones para reducir el H,O,. La GPx descompone peroxidos en agua o alcohol, mientras
que oxida al GSH en simultaneo. Existen al menos 3 formas de GPx: una forma intracelular o celular
(GPx-c), una extracelular o plasmatica (GPx-p) y otra con actividad especifica para los fosfolipoperé-
xidos (GPx-PH) que por lo general esta asociada a la membrana. Aungue su actividad es la misma
poseen diferencias estructurales (Cisneros y col., 1997). Las propiedades antioxidantes de estas enzi-
mas les permiten eliminar peréxidos como sustratos potenciales de la reaccién de Fenton (formacion
de radicales libres).

2 GSH + H,0, _®™, GSSG + 2H,0
2 GSH + R-OOH _°®7, GSSG +R-OH + H,0

En cuanto a los antioxidantes no enzimaticos, se puede mencionar a las Vitaminas C y E, el Gluta-
tion (GSH) y compuestos encontrados en plantas como polifenoles (polifenoles sencillos y flavonoi-
des) y carotenoides.

La Vitamina C (Acido Ascorbico) es un antioxidante eficaz que elimina las ERO’s del medio
acuoso a partir de una muy veloz transferencia de electrones que inhibe la peroxidacion lipidica. La
Vitamina E posee 8 formas isoméricas distintas de dos subestructuras, el tocopherol y el tocotrienol.
La forma mas activa de Vitamina E en humanos es la a-tocopherol, la cual es un antioxidante biol6gi-
co muy eficiente, considerado como el antioxidante de membrana mas utilizado por las células. Su
principal funcion antioxidante es la proteccion contra la peroxidacién de lipidos. También se report6
gue la Vitamina E cumple un rol en la proteccién contra la toxicidad del Arsénico (Das y col., 2012).

HO

HO
H

HO OH
Acido Ascorbico a-Tocopherol

El principal antioxidante tiol es el GSH. Este es un antioxidante no enzimatico intracelular multi-
funcional considerado el principal buffer redox tiol-disulfuro de la célula. Previene el dafio celular
causado por radicales libres, peroxidos, lipoperdxidos y metales pesados. Los grupos tioles reducen
las uniones disulfuro de las proteinas citoplasmaticas donando un electrén. En el proceso, el Glutation
es convertido en su forma oxidada, Glutation disulfuro (GSSG).
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Los carotenoides son pigmentos que se encuentran en plantas y microorganismos. Varios estudios
indican que estos previenen o inhiben ciertos tipos de cancer, ateroesclerosis, degeneracion muscular
relacionada con la edad y otras enfermedades. A concentraciones suficientemente altas, los carotenoi-
des pueden proteger a los lipidos de los dafios peroxidativos.

B-Caroteno

Los flavonoides son compuestos polifenélicos con un rasgo estructural comun, el nacleo difenil-
propano, que consiste en dos anillos aromaticos unidos a través de tres atomos de carbono, que por lo
general forman un heterociclo oxigenado. Los compuestos fenélicos que actlan como antioxidantes
pueden funcionar como terminadores de las reacciones de los radicales libres, asi como quelantes de
iones metalicos redox-activos que son capaces que catalizar la lipoperoxidacién. Una de las propieda-
des mas estudiadas de los flavonoides es su capacidad de proteccion frente al estrés oxidativo y se
sabe que son inhibidores efectivos de la peroxidacién (Swaran, 2009). Por ejemplo, hay numerosos
estudios que demuestran la capacidad protectora de los flavonoides sobre diversos tejidos. Cabe men-
cionar que tanto los flavonoides sintéticos como los dietarios protegen a las células epiteliales pig-
mentadas de retinas humanas (RPE) de la muerte inducida por estrés oxidativo, con eficacias de entre
un 80% y un 100% con baja toxicidad. Se ha establecido que los flavonoides actian a través de una
via intracelular para bloquear la acumulacion de ERO’s (Hanneken y col., 2006)
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1.2. Estrés oxidativo: Patologias asociadas
1.2.1. Origen de la Diabetes

Se ha demostrado que, si las ER’s no se encuentran apropiadamente reguladas, su exceso puede
dafiar lipidos, proteinas y ADN inhibiendo su normal funcionamiento y dando origen a una situacion
llamada estrés oxidativo. Como consecuencia, se produce lipoperoxidacion, carbonilacion y glicacién
de proteinas, y modificacion o ruptura en las bases de ADN que lleva a la pérdida de la eficiencia
estructural y funcional de proteinas y a la mutacion del ADN.

Por lo tanto, el estrés oxidativo es un disturbio en el balance oxidante-antioxidante que conduce

hacia el dafio celular en relacion a la formacion excesiva y/o remocion insuficiente de EROyN’s
(Johansen y col., 2005).

La mayoria de las células son capaces de tolerar cierto grado de estrés oxidativo debido a que po-
seen sistemas antioxidantes y/o sistemas de reparacion que reconocen y eliminan moléculas dafiadas
por la oxidacion. El desequilibrio puede ser consecuencia de una perdida de la capacidad antioxidante
causada por un exceso de ER’s o por problemas en la produccion y/o distribucidn, entre otros factores
(Hye-Lin Hay col., 2010).

Asi, el estrés oxidativo conduce a la aparicién y progresion de diferentes patologias, entre ellas:
enfermedades metabdlicas como la Diabetes Mellitus (DM) (Halliwell y col. 1992), hipertension,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades oculares (Hodges y col., 1992), cancer y enfermedades
neurodegenerativas tales como el Parkinson (Schapira, 1995) y Alzheimer (Lin y col., 2001).

Organos afectados Enfermedades relacionadas

Pulmones Asma, bronquitis crénica

Rifiones Glomerulonefritis, falla crénica renal

Acrticulaciones Artritis, inflamacién

Cerebro Alzheimer, Parkinson, pérdida de memoria, depresion,
infarto cerebral

Ojos Cataratas, enfermedad de retina

Feto Preeclampsia

Corazon Ateroesclerosis, hipertension, isquemia

\Vasos Cardiomiopatia, falla cardiaca

Multi-6rganos Céncer, diabetes, inflamacién, infecciones, envejeci-
miento

Tabla 1. Enfermedades relacionadas el estrés oxidativo

Con respecto a las patologias relacionadas con el estrés oxidativo, se conoce el rol del mismo en la
patogénesis de la diabetes y el rol de la hiperglucemia en el estrés oxidativo.

La glucosa es un activador del estrés oxidativo. Como consecuencia de los procesos oxidativos que
sufre: glicolisis, via fragmentacion de triosa fosfato, via del poliol, la glucosa da origen al glioxal,
metilglioxal y 3-deoxiglucosona, entre otros. Por otro lado, la glucosa produce glicosilacion no enzi-
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maética de proteinas que se manifiesta por la aparicién de hemoglobina glicosilada y fructosamina
(Producto de Amadori). Tanto el glioxal, el metilglioxal, la 3-deoxiglucosona y el producto de Ama-
dori pueden sufrir una serie de reordenamientos moleculares (oxidativos y no oxidativos) que lleva-
rian a la produccion de productos de glicacion tardia (AGE’s), aumentando atin mas el estrés oxidati-
vo Y la alteracion de proteinas constitutivas intra y extracelulares. Junto con estos eventos se produce
la lipoperoxidacion dafiando la maquinaria celular y conduciendo a la resistencia a la insulina que da
origen a la Diabetes (Erejuwa, 2012; Pham-Huy, 2008; Moussa, 2008).

Entonces se podria definir a la Diabetes como una enfermedad metabdlica que se caracteriza por
elevados niveles de glucosa en plasma, estrés oxidativo y una insuficiente produccion y/o accion de la
insulina en el organismo (Maritim y col., 2003). Segun la American Diabetes Association, la Diabetes
Mellitus se puede clasificar en:

1) Diabetes tipo I (dependiente de insulina) que se debe a la destruccién de las células beta
mediadas por el sistema inmunitario, lo que lleva a una deficiencia de insulina

I1) Diabetes idiopatica de tipo I: sin etiologia conocida y con una fuerte correlacion hereditaria

I11) Diabetes tipo I (no dependiente de insulina) que se debe a un defecto secretor de insulina y
resistencia a la misma

IV) Diabetes Mellitus gestacional que es cualquier forma de intolerancia a la glucosa con inicio o
primer reconocimiento en el embarazo

Sin embargo, la Diabetes se clasifica principalmente en sus dos tipos principales: Diabetes Mellitus
de tipo | (IDDM) y Diabetes Mellitus de tipo I (NIDDM).

1.2.2. Complicaciones y patologias asociadas a la Diabetes Mellitus

Una de las mayores implicancias del estrés oxidativo y de la formacion de AGE’s son las compli-
caciones de la Diabetes. Es sabido que la hiperglucemia es un detonante del estrés oxidativo generan-
do ER’s y AGE’s (como se menciono anteriormente) y atenuando los mecanismos antioxidantes. Esta
atenuacion se da por la alteracion de las enzimas antioxidantes como Px, CAT y SOD creando un
estado de estrés oxidativo (Tessier y col., 1999; Brownlee y col., 2001). Por otro lado, la hipergluce-
mia ha sido asociada como el principal factor que contribuye a las enfermedades asociadas a la Diabe-
tes Mellitus como la disfuncién endotelial (Rodriguez-Mafias y col., 2003), nefropatia (Lee y col.,
2003) y neuropatia (Vincent y col., 2004). Como mecanismo de las complicaciones se postula que la
hiperglucemia conduciria a un estado de inflamacion, a un aumento de ERO’s (estrés oxidativo) y a la
desregulacion de caminos bioquimicos sensibles al estrés oxidativo como las vias c-JUN N-terminal
quinasa (JNK), proteina quinasa C (PKC), p38-proteina quinasa activada por mitégenos (p38 MAPK)
e inhibidor de la quinasa del factor de transcripcion Kappa (IKkp). Estos eventos llevan a resistencia a
la insulina, disfuncion de las células B del pancreas y disfuncion vascular, originando mas hiperglu-
cemiay la aparicion de Diabetes tipo 1l.

Las complicaciones de la DM, inducidas por los radicales libres y el estrés oxidativo, incluyen la
enfermedad coronaria, neuropatia, nefropatia, retinopatia (Phillips y col., 2004) y el accidente cere-
brovascular (Asfandiyarova y col., 2007). El aumento en los niveles de glucosa e insulina junto con
disfuncion endotelial y dislipidemia en pacientes con Diabetes desarrolla trastornos macrovasculares
como macroangiopatias que conducen a la ateroesclerosis, pero también a trastornos microvasculares
como neuropatia, nefropatia y retinopatia (Giugliano y col., 1995; Ceriello, 2006). Estas complicacio-
nes son mas tardias en comparacion con las que se manifiestan a corto plazo como la hipoglucemia
intracelular, la cetoacidosis y el coma hiperosmolar no ceténico (Wallace, 2004; Mohan, 2002). Ver
tabla 2.
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Infecciones Ceguera- Retinopatia- Cataratas
Hipoglucemia intracelular Neuropatia

Ceto-acidosis diabética Ateroesclerosis

Coma no ceténico Enfermedad Periférica vascular
Poliuria, polifagia, polidipsia Infecciones

Infarto de miocardio Enfermedad Cardiovascular
Hipertension arterial Enfermedad Renal
Complicaciones en miembros inferiores

Tabla 2. Complicaciones de la Diabetes asociadas al estrés oxidativo

1.2.3. Diabetes y Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es una de las complicaciones de la Diabetes reconocida como un proceso infla-
matorio crénico de las arterias con localizacién en la capa intima, que conduce a la muerte del 80% de
los pacientes diabéticos y esta relacionada con la oxidacién y glicosilacion de proteinas y lipidos,
como se describié anteriormente. Una de las proteinas involucradas es la lipoproteina de baja densi-
dad (LDL), que es un agregado molecular esférico formado por proteinas (Apoproteina B) y fosfolipi-
dos que transporta colesterol y triglicéridos a los tejidos. Esta proteina sufre doble alteracion (de su
parte proteica y de su parte lipidica) como consecuencia de la oxidacién y glicosilacién (Butterfield y
col., 1998). Como consecuencia de este proceso la LDL oxidada se convierte en una molécula atero-
génica que es fagocitada por macrofagos iniciando una respuesta inflamatoria y de estrés oxidativo.
Por otro lado, ocurre una disfuncién de las células endoteliales que retienen a las Apo-B oxidadas
(LDL, VLDL) en el espacio subendotelial. Como consecuencia, las células endoteliales se activan y
expresan moléculas de adhesion como selectinas, VCAM-1 y quimiotactinas (MCP-1) permitiendo la
adherencia y migracién de los monocitos, células dendriticas, linfocitos T reguladores (Treg) y linfo-
citos T colaboradores (Th-1). Sin embargo, una de las células que tienen mayor predominancia en
estos procesos son los monocitos que se diferencian en macréfagos y expresan receptores que interna-
lizan las Apo-B oxidadas. Esto crea células espumosas que contienen colesterol y triglicéridos. Duran-
te los procesos de oxidacion, los lipidos forman agregados insolubles por el entrecruzamiento oxidati-
vo con los monémeros de Apo-B (Pham-Huy, 2008).

El estado de inflamacion creado por los macréfagos incrementa la produccidn de citoquinas que
producen mas oxidacion de Apo-B, activacion del endotelio, méas reclutamiento de macr6fagos y mas
células espumosas. Todo esto da origen a la placa ateromatosa que termina por obliterar el flujo san-
guineo (Figura 1).
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Figura 1. Rol de los Macrofagos y la LDL en la formacién de la placa de ateroma.

Las proteinas HDL (lipoproteina de alta densidad), ApoA-1y ApoE se oponen a este proceso inhi-
biendo la inflamacion y el estrés oxidativo. Sin embargo, si este fendémeno continla en el tiempo se
produce la proliferacion de las células del musculo liso de la tinica media del endotelio con aumento
de la matriz extracelular que forma una barrera entre factores protrombéticos de las plaquetas y de las
placas que se van formando. Posteriormente, se activan proteasas que degradan colageno y se generan
trombos que pueden viajar por la vasculatura dando origen a eventos isquémicos cardiovasculares.
Queda asi demostrada la participacion de la LDL, de sus componentes (colesterol, triglicéridos,
ApoB) y de los macrdfagos en el proceso de formacion del ateroma, del trombo y su participacion en
trastornos cardiovasculares (MacRae y col., 2015).

1.2.4. Alteracion de las glandulas salivales

Entre los 6rganos sensibles al estrés oxidativo se encuentran las glandulas salivales, que pueden
afectarse durante la Diabetes. Por ejemplo, es comun que en la cavidad bucal se produzcan ERO’s
como el H,0,, que es producido fundamentalmente por los microorganismos orales y también durante
el metabolismo celular de las glandulas. En estas glandulas, el H,O, se produce a través de la conver-
sion del O, por accion de la SOD glandular (Geiszt y col., 2003). Sin embargo, estas ERO’s en altas
concentraciones son capaces de alterar el ciclo celular y la morfologia de células del epitelio bucal
humano, llevando a diferentes patologias como el cancer, entre otras (Oda y col., 2001; Hanstrém y
col., 1983). En el estado diabético se han reportado alteraciones estructurales y funcionales de las
glandulas salivales (Komabayashi y col., 2000; Aren y col., 2003; Reznick y col., 2006). Komabayas-
hi ha demostrado alteraciones funcionales en las glandulas parétidas durante la Diabetes Mellitus
aguda inducida por la administracion de estreptozotocina en ratas, alterandose el nimero de recepto-
res beta. En estudios previos con este mismo modelo se reporté un aumento en la produccion de H,0,
en las glandulas submandibulares relacionado con la disminucion de la actividad y la expresion de la
Px y un aumento en la actividad de la SOD. Esto se correlaciono con un aumento de la oxidacion de
proteinas y de la lipoperoxidacion sin producirse cambios histolégicos significativos (Turner y col.,
2012).
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Las glandulas salivales son 6rganos endocrinos y exocrinos que mantienen la salud bucal y sisté-
mica a traves de la secrecion de enzimas antioxidantes (como las Px) que reducen al H,O, al mismo
tiempo que oxidan un compuesto presente en la cavidad bucal, el tiocianato (SCN’). Este compuesto
es oxidado formando el anion hipotiocianato (OSCN), el cual presenta accion antimicrobiana (Teno-
vuo y Larjava, 1987; Pruitt y col., 1983). Las peroxidasas también estan involucradas en la regulacion
del metabolismo del ON (Takahama y col., 2003). Otras enzimas también participan de la eliminacion
de las ERO’s como la SOD, la Glutation transferasa, la Glucuronil transferasa y la CAT. Si se afecta
la funcionalidad de las glandulas durante la diabetes pueden aparecer otras enfermedades concomitan-
tes como la enfermedad periodontal, infecciones bucales, alteracion en la cicatrizacion de las mucosas
y cancer bucal, entre otras (Mata y col., 2004; Aitken-Saavedray col., 2015).

1.2.5. Drogas antioxidantes para el tratamiento de la Diabetes

Ante la imposibilidad del organismo de contar con sistemas antioxidantes suficientes, en determi-
nadas circunstancias, se hace necesario el hallazgo de sustancias inocuas que presenten esta actividad
actuando a través de diferentes mecanismos.

Las drogas con actividad antioxidante podrian servir como coadyuvantes en el tratamiento de la
Diabetes. En este sentido se ha visto que inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A re-
ductasa (estatinas) e inhibidores de la enzima de conversién de angiotensina (ACE) presentan efectos
beneficiosos (pleiotropicos) reduciendo la mortalidad en pacientes diabéticos como consecuencia de
su efecto antioxidante, en relacion con la disminucidn de la peroxidacion lipidica, de la oxidacién de
proteinas y del aumento de las defensas inmunoldgicas (Nasri y Rafieian-Kopaei, 2013).

Por otro lado, drogas utilizadas especificamente para el tratamiento de la diabetes como hipoglu-
cemiantes orales (glibenclamida) y los anti-hiperglucemiantes como la metformina presentan accion
eliminadora de ERO’s (Elmali y col., 2004; Ouslimani y col., 2005).

Existe en la actualidad una tendencia de buscar sustancia antioxidantes a partir de extractos vegeta-
les, los cuales estan sustituyendo la utilizacion de antioxidantes sintéticos, que han sido consumidos
durante generaciones y que presentan en general menos efectos adversos que los compuestos de sinte-
sis (Maestri y col., 2006), para utilizarlos como coadyuvantes en enfermedades que cursan con estrés
oxidativo.

1.2.6. Plantas medicinales con actividad antioxidante y efectos antidiabéticos

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el 80% de los habitantes del planeta cubren sus nece-
sidades de atencion primaria de salud con extractos elaborados a partir de plantas (Akerele, 1993;
Ekor, 2013). Una explicacion es que las plantas son una fuente importante de antioxidantes capaces de
mitigar diferentes enfermedades. En este sentido, existen antecedentes de plantas y sustancias aisladas
a partir de plantas que presentan actividad antioxidante primaria o secundaria impidiendo la forma-
cién y/o promoviendo la neutralizacion de EROyN’s. Mas aln, se comprobd cientificamente la activi-
dad de extractos y principios activos obtenido a partir de plantas, sobre las enzimas detoxificadoras de
ERO’s en diversos tipos celulares como macrofagos y fibroblastos de gingiva, entre otros (Wang y
col., 1999; Carbonaro y col., 2001). La actividad antioxidante de las plantas es atribuida a la presencia
de compuestos como los &cidos cindmicos, diterpenos, flavonoides, cumarinas, lignanos, monoterpe-
nos, fenilpropanoides, taninos y triterpenos (Larkins y col., 2004).
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Numerosas plantas con actividad antidiabética presentan efectos antioxidantes siendo més eficaces
e inocuas que los antioxidantes sintéticos (Rafieian-Kopaie y Nasri, 2012; Nasri y col, 2015). En ratas
diabéticas inducidas experimentalmente, extractos de Achillea santolina, utilizada como hipogluce-
miante es capaz de restaurar los niveles de enzimas antioxidantes CAT y SOD (Yazdanparast y col,
2007). Mas aun, compuestos aislados a partir de plantas, como el flavonoide Quercetina, presentan
actividad protectora en Diabetes experimental disminuyendo el estrés oxidativo y preservando la inte-
gridad de las células 3 pancreaticas (Coskun y col., 2005).

Por ejemplo, un extracto acuoso de Larrea tridentata (Zygophyllacea), especie de Larrea que cre-
ce en el sur de Estados Unidos y México, es utilizada popularmente para el tratamiento de la diabetes
(Winkelman, 1989). EI compuesto mayoritario encontrado en esta especie es el 4cido nordihidrogua-
yaretico (NDGA) que presenta actividad anti-hiperglicemica en un modelo de diabetes en ratones
(Jian y col., 1998).

En Argentina se encuentra ampliamente distribuida Larrea divaricata Cav. (Zygophyllaceae) que
es una planta autéctona de América del Sur y que es utilizada en medicina popular fundamentalmente
por sus propiedades antiinflamatorias (Del Vitto, 1997; Pedernera y col., 2006). La presencia de
NDGA, compuesto conocido por su actividad antioxidante, fue descrita previamente en la planta
(Mabry y col., 1977; Anesini y col., 2001).

El extracto acuoso (ExA) obtenido a partir de sus hojas posee actividad antitumoral, inmunomodu-
ladora y antiinflamatoria reportada (Anesini y col., 1996; Davicino y col., 2010; Martino y col., 2014;
Davicino y col., 2015; Martino y col., 2016) y antimicrobiana (Anesini y Pérez, 1993; Stege y col.,
2006). ExA también demostro actividad antioxidante como actividad simil Px, simil CAT y simil
SOD vy actividad eliminadora de radicales libres en relacion a la presencia del NDGA, gue podria estar
contribuyendo a la actividad del extracto ademas de otros compuestos (Turner y col., 2011). Mas aun,
EXA presenta accion estimulante de la secrecion de Px en glandulas submandibulares de ratas norma-
les (Anesini y col., 2004). Otras actividades estudiadas, como la antiinflamatoria (Davicino y col.,
2015) y la antiproliferativa en células de linfoma (Martino y col., 2016), no estarian relacionadas con
la presencia de NDGA.

Sin embargo, los efectos de ExA sobre modelos de estrés oxidativo como el inducido por altas
concentraciones de glucosa y modelos de hiperglucemia inducida por la administracion de estrepto-
zotocina (STZ), no fueron hasta el momento estudiados. Por otro lado, nada se conoce sobre la identi-
dad de otros compuestos mayoritarios del extracto ni de la farmacocinética de EXA que asegure su uso
por via oral como medicamento herbario coadyuvante en patologias que cursan con estrés oxidativo.

1.3. Larrea divaricata Cav.
1.3.1. Caracteristicas generales

Larrea divaricata Cavanilles es un arbusto que pertenece a la familia Zygophyllaceae y al género
9 ¢ 9 ¢

Larrea. Es conocida vulgarmente como: “jarilla”, “jarilla hembra”, “jarilla del cerro” o “jarilla de la
sierra” (Bertotto, 1964; Ragonesse y col., 1984; Verettoni, 1985).

1.3.2. Descripcion botanica.

El género Larrea, que debe su nombre a Don Juan Antonio Hernandez de Larrea Deén de Zarago-
za, constituye una distribucion disjunta anfitropical, abarcando zonas semiaridas y desérticas de Amé-
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rica, formando una flora autéctona de América del Norte y del Sur. Este género comprende 5 espe-
cies:

1) L. ameghinoi Speg. (jarilla de Chubut), la cual se encuentra en zonas aridas y bajas de la Patagonia
Argentina, desde Neuquén hasta Chubut.

2) L. cuneifolia Cav. (jarilla macho), la cual habita zonas desérticas y semideseérticas, desde Chaco
hasta Chubut.

3) L. nitida Cav., originaria de Chile.

4) L. tridentata (DC) Coville (gobernadora, chaparral), la cual sin duda es la mas estudiada y se en-
cuentra en los desiertos de América del Norte (Estados Unidos y México).

5) L. divaricata Cav., la cual es objeto de estudio en el presente trabajo de tesis, y merece considera-
cion especial (Hunziker y col., 1969; Ragonesse y col., 1984).

Larrea divaricata Cavanilles es un arbusto de hasta 5 metros de altura. Sus hojas son subsésiles,
hendidas hasta casi la base, con dos l6bulos lanceolados agudos, divergentes, mucronados y pubes-
centes, con dos estipulas rojizas cuya epidermis interna segrega resina. Presenta flores solitarias pseu-
doaxilares, con peddnculos (5-7mm) pubescentes y con pétalos imbricados, amarillos, obovados, un-
guiculados. Los estambres son rojizos, desiguales y con escamas carnosas diversamente laciniadas.
Las anteras son ovoideas, sub-vasifijas y sagitadas. Los ovarios son globosos, 5-carpelares, 5-
loculares, con pubescencia rojiza, hirsuta y con estilo subulado. El fruto es una capsula de color ama-
rillento-rojizo, hirsuta, que se separa en 5 mericarpios indehiscentes y las semillas son lisas (Cabrera,
1968; Soraru y Bandoni, 1978; Ragonesse, 1984; Verettoni, 1985).

La Figura 2 es una reproduccion de Cabrera que resume las caracteristicas botanicas de las distin-
tas especies de Larrea y muestra un ejemplar de Larrea divaricata utilizado en la monografia.

Larrea ameghinoi Speg. Larrea divericata Cav.

Figura 2. Larrea divaricata Cavanilles.

Reproduccion de Cabrera (Flora de la Provincia de Buenos Aires, 1968). En esta figura se muestra
rama en flor (A), hoja (B), flor (C), pétalo (D), estambre (E), y fruto (F). Se muestran ademas fotogra-
fias de la planta.
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1.3.3. Distribucion geografica.

Esta planta es nativa de Chile, Bolivia, Per( y Argentina. Se la encuentra junto a otras jarillas fun-
damentalmente en la formacién del monte occidental, en algunas zonas de la region espinal y de la
provincia Chaquefia (Regiones fitogeograficas). En nuestro pais se la puede encontrar en las provin-
cias de Salta, Tucumén, La Rioja, Catamarca, Santiago del Estero, Cérdoba, San Juan, San Luis,
Mendoza, Rio Negro, Neuquén, Chubut y el sur de Buenos Aires. Los jarillales se desarrollan en cli-
mas secos, con suelo arenoso o pedregoso-arenoso, pertenecientes a la region fitogeogréafica del mon-
te. Cubre bolsones, mesetas y laderas bajas de montafias. Las precipitaciones varian entre 80 y 250
mm anuales y la temperatura oscila entre 13-17 grados centigrados de promedio anual. La figura 3
describe la ubicacion de las regiones fitogeogréficas de la Argentina (Cabrera, 1976).

Figura 4. Ejemplares de Larrea divaricata en la Pcia. de Mendoza (camino a Las Cuevas)
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1.3.4. Usos populares
Numerosos botanicos han relatados sus usos populares a través del tiempo:

» Hieronymus (1882): “antiinflamatoria, anticolérica, antiperiddica, emenagoga y sudorifica”.

» Murillo (1889): “excitante, balsamica y vulneraria”

» Bertotto (1964): “tiene propiedades astringentes, se emplea en colicos abdominales acompa-
fiados de diarrea. De uso externo para inflamaciones hemorroidales, efectuando bafios locales.
Para la toma se preparan infusiones al 20 % y para uso externo la misma proporcién, pero en
cocimientos de 10 minutos.

» Soraru y Bandoni (1978): “las hojas son utilizadas como antiinflamatorias de uso externo, su-
dorifica, antimalarica, emenagoga, oxitdcica, facilita partos y provoca abortos”

» Ratera y Ratera (1980): “tratamiento de bronquitis, desoérdenes inflamatorios, reuma y ténico
atil en fiebre.

» Ragonesse (1984): “Es utilizada para facilitar partos, provocar abortos y como antiinflamato-
rio de uso externo”

» Verettoni (1985): “Las hojas machacadas se emplean para aliviar inflamaciones y luxaciones.
La infusion de sus hojas calma los dolores musculares. Cataplasmas de sus hojas curan afec-
ciones reumaticas”.

Otros autores han reportado el uso de plantas del género Larrea, por indigenas norteamericanos,
para el tratamiento de diversas afecciones como reumatismo, tuberculosis, cancer, dolor crénico de
espalda, infecciones urinarias y afecciones de la glandula prostatica. Los indios Pima hervian las hojas
de Larrea tridentata (Creosote bush) y usaban la decoccion como emética y para los dolores (Dodge,
1968). Por otro lado, se reportd el uso de una infusion de la misma planta para el tratamiento de tumo-
res, como melanomas malignos (Smart, 1968); asi como de enfermedades venéreas y resfrios. Tam-
bién se ha reportado el uso de Larrea nitida para cataplasma y tumores (Garcia-Alcover, 1950).

Por otro lado, las Larreas se utilizan como alimento para el ganado, ya que poseen un valor nutri-
tivo semejante al de la alfalfa (Adams, 1970). En la Argentina todas las especies de Larrea se consi-
deran con alto valor nutritivo para el ganado, debido a la presencia de proteinas digeribles y celulosa
(Abiusso, 1971).

1.3.5. Estudios fitoquimicos previos

Numerosos estudios han contribuido a dilucidar los compuestos presentes en el género Larrea. El
mismo se caracteriza por la presencia de un alto porcentaje de resinas en sus hojas. Entre otros, los
componentes principales de la resina son: polifenoles (entre los que destacan lignanos y acidos fendli-
cos), ceras, alcaloides y constituyentes volatiles como terpenos (Mabry y col., 1977).

Si bien algunos trabajos son referidos a la composicion quimica de L. divaricata, la mayoria hacen
referencia a L. tridentata mal denominada “divaricata” por algunos autores, en alusion a su nombre
primitivo, ya que durante mucho tiempo se las consider6 subespecies. Es por eso, que hay confusion
en cuanto a la fitoquimica de L. divaricata, por lo que en el presente manuscrito se haré referencia
solamente a la quimica del espécimen obtenido en Argentina.

La resina externa de las hojas esta compuesta de aproximadamente en un 50% de un lignano lla-
mado acido nordihidroguayarético (NDGA), caracteristico del género Larrea, el cual sirve como mar-
cador para caracterizar sus extractos. La cuantificacién del NDGA y otros marcadores del extracto
acuoso objeto de esta tesis se presenta mas adelante, en resultados.
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HO H3G, CHj
OH

Acido nordihidroguayaretico (NDGA)

El resto de los componentes son en su mayoria flavonoides aglicones, entre los que destacan quer-
cetina, kaempferol y apigenina. Se han encontrado ademas derivados mono, di y tri-metilados de
guercetina, mono y di-metilados de kaempferol y mono-metilados de apigenina y luteolina (Sakakiba-
ray col., 1976). Mas recientemente, se han identificado y aislado otros flavonoides a partir de extrac-
tos de hojas, por ejemplo, apigenina-7-metil éter a partir de un extracto cloroférmico (Vogty col.,
2013) y dos derivados di y tri- metilados del kaempferol (Rivero-Cruz y col., 2005). Otros compues-
tos también fueron aislados de las hojas: larragenina A, camesterol, stigmasterol y sitosterol (Haber-
mehl y col., 1974), tres flavonoides O-glicosilados de quercetina, miricetina y un C-glicésido de api-
genina (Timmermann y col., 1979). Mas aun, Palacio y colaboradores han obtenido fenilpropanoides
(&cido p-cumarico, acido feralico y alcohol sindpico) a partir de cultivos de células de L. divaricata
(Palacio y col., 2012).

Compuestos volatiles monoterpénicos se han detectado en todas las especies del género Larrea,
como ser: limoneno, canfeno, borneol y alcanfor entre otros.

Apigenina Kaempferol Quercetina

1.3.6. Estudios farmacol6gicos previos

Larrea divaricata es una planta con antecedentes cientificos entre los que se reportan actividad
antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante.

Efectos antitumorales: Se ha demostrado que ExA presenta actividad antiproliferativa sobre la linea
de linfoma murino BW 5147, sin afectar la proliferacion de linfocitos normales. Este efecto se rela-
ciona con el aumento en los niveles de AMPc e inhibicion de la activacién de PKC (Anesini y col.,
1996; Davicino y col., 2011). La actividad antiproliferativa sobre este tipo de células es una conse-
cuencia del aumento en los niveles de H,O, y de ON lo que lleva a las células a la apoptosis. El au-
mento en los niveles de H,0, se relaciona, a su vez, con el aumento en la actividad SOD (Davicino y
col., 2010). En esta actividad no involucra la presencia de NDGA (Anesini y col., 1999 y 2001).

Por otro lado, EXA presenta actividad antitumoral “in vivo” en tumores mamarios inducidos en
ratas hembra por la administracion de N- nitroso N- metil urea (NMU) (Anesini y col., 1997). Por su
parte, Bongiovanni y col. (2008) demostraron que extractos metanolicos de las partes aéreas de la
planta presentan actividad antiproliferativa sobre la linea tumoral MCF-7 (carcinoma mamario hu-
mano).

Efectos antimicrobianos: L. divaricata presenta actividad antiproliferativa sobre diferentes microor-
ganismos, entre ellos: Staphylococcus aureus y Salmonella typhi (Perez y Anesini, 1994). Stege y col.
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(2006) demostraron que el extracto obtenido por infusion y decoccidn de las hojas de la planta presen-
ta actividad antiproliferativa sobre cepas de Helicobacter pylori sensibles a claritromicina y resisten-
tes al metronidazol. Por otro lado, se demostré la actividad antifungica de extractos acuosos sobre
Saccharomyces cereviceae (Davicino y col., 2007). El extracto etanolico también presenta actividad
antimicrobiana sobre diferentes hongos como: Lenzites elegans, Schizophyllum commune, Pycnoporus
sanguineus, Ganoderma applanatum, Fusarium oxysporum, Penicillium notatum, Aspergillus niger y
Trichorerma spp.

Actividad antiinflamatoria: el extracto acuoso de esta planta (ExA) demostré actividad antiinflama-
toria en el modelo de inflamacién inducida por carragenina y 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato
(TPA) en ratones. Este efecto se ejercio a traves de la inhibicidn de la produccion de citoquinas infla-
matorias y el aumento de citoquinas antiinflamatorias (Peralta y col., 2015). Por otro lado, Pedernera
y col. (2006) determinaron la actividad antiinflamatoria de un extracto metanélico de L. divaricata.

Efectos inmunomoduladores: EXA presenta actividad tanto estimulatoria como inhibidora de la acti-
vacion de macrofagos dependiendo de la concentracion. Ambos efectos son independientes de la pre-
sencia de NDGA (Davicino y col., 2006; Martino y col., 2010). En estudios “in vivo” realizados en
ratones se demostrd que ExA fue capaz de inducir la activacién de macréfagos (Davicino y col.,
2007). Ademas, se demostrd “in vivo” que ExA provoca este efecto sobre los macrofagos en ratones
con candidiasis, incrementando la produccion de O, (Martino y col., 2011). Mas adn, una fraccion
obtenida a partir de ExA y libre de NDGA aument6 la activacion de macrdfagos a través de la pro-
duccion de O,", aumento de proteinas citoplasmaticas (p47 phox), ON, H,O, y aumento de la fagoci-
tosis, en ratones infectados con Candida albicans. Estos efectos estan relacionados con la transloca-
cion del factor de transcripcion NF«f (Martino y col., 2014).

Efectos antioxidantes: Anesini y col. (2004) demostraron que ExA induce la secrecion de Px en
glandulas submandibulares de ratas a través de la activacion de receptores 1 adrenérgicos y que este
efecto no se relaciona con la presencia de NDGA. Por otro lado, Turner y col. (2011) demostraron que
ExA presenta actividad simil CAT, Px y SOD, asi como actividad eliminadora del radical DPPH e
inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Induccidn del crecimiento capilar: ExA estimula el crecimiento capilar en ratones, en asociacion
con un extracto acuoso de Coffea arabica (café) (Davicino, Alonso, Anesini, 2010)

Estudios de toxicidad aguda: ExA demostro ser inocuo de acuerdo a los estudios de toxicidad aguda
realizados en ratones, ya que su DLs, (dosis letal media) fue de 4000 mg/kg (3030-5276) para las
hembras y de 10.000 mg/kg (8196-12200) (Anesini y col, 1997).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
2.1. Hipotesis

Extractos de plantas con amplia distribucién y uso medicinal en la Argentina, como L. divaricata,
constituyen una potencial fuente de obtencion de principios activos antioxidantes capaces de modular
los niveles de EROyN’s y las enzimas relacionadas a su metabolismo, con una potencial aplicacion
como coadyuvantes en la terapéutica de patologias que cursan con estrés oxidativo como la diabetes.

2.2. Objetivo general

Teniendo en cuenta que la glucosa es un inductor de estrés oxidativo y que el extracto acuoso de L.
divaricata presenta antecedentes de actividad antioxidante, se propuso estudiar el mecanismo de la
accion antioxidante “in vitro” en 6rganos como glandulas submandibulares de ratas tratadas con es-
treptozotocina, en células del sistema inmune como los macrofagos y en las lipoproteinas plasmati-
cas HDL y LDL en presencia de altas concentraciones de glucosa e “in vivo” en un modelo de rato-
nes tratados con estreptozotocina y la participacion de su compuesto mayoritario (NDGA) en dicha
accion. Se plante6 también estudiar la composicion fitoquimica de ExA y su perfil farmacocinético a
través del seguimiento de su compuesto mayoritario NDGA.

2.3. Objetivos especificos
A. Estudios fitoquimicos

e Identificar y cuantificar NDGA por HPLC

e Cuantificar polifenoles totales

e Cuantificar flavonoides totales

o Identificar por HPLC compuestos flavonoides presentes en el extracto

B. Estudios farmacolégicos: Determinacion de la actividad antioxidante de ExA
B.1. Evaluacion de la actividad antioxidante general “in vitro”

e Determinar la capacidad de eliminacion de radicales libres, inhibicién de la peroxidacion de
fosfolipidos entre otras.

B.2. Estudio de la actividad antioxidante “in vitro” en glandulas submandibulares de animales
normales y tratados con estreptozotocina.

e Estudiar el efecto de EXA y NDGA sobre la produccion de especies reactivas del oxigeno:
H,0,, O,y del nitrégeno: ON.

o Estudiar el efecto del extracto y del NDGA sobre la oxidacion de proteinas y fosfolipidos de
membrana.

e Estudiar el efecto de ExA y del NDGA sobre la expresién y actividad de enzimas relaciona-
das con el metabolismo de ERO’s como: CAT, SOD y Px.

e Estudiar el efecto de ExA y del NDGA sobre la expresion de enzimas involucradas en la for-
macion de especies reactivas del nitrégeno: éxido nitrico sintasa inducible (iNOS).
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B.3. Estudio de la actividad antioxidante “in vitro” en macréfagos cultivados en presencia de
glucosa.

o Estudiar el efecto de EXA y del NDGA sobre la proliferacién, la viabilidad, la produccion de
EROyN’s, especies reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS) y la citotoxicidad en macréfa-
gos en presencia de altas concentraciones de glucosa.

B.4. Estudio de la actividad antioxidante en proteinas de alta y baja densidad (HDL y LDL)
Estudiar el efecto de ExXA y NDGA sobre:

e La funcion antioxidante de HDL ante estrés oxidativo y nitrosativo inducido.

e Laestructura de HDL ante estrés nitrosativo inducido por 3-morphosydnonimine-N-
ethylcarbamide (SIN-1)

e Laoxidacion de LDL inducida por Cu™*

B.5. Estudio de la actividad antioxidante “in vivo” en ratones tratados con estreptozotocina

e Determinar la toxicidad sub-cronica del extracto de Larrea divaricata y del NDGA en ratones
normales.

e Evaluar en sangre pardmetros de oxidacion como los niveles de malondialdehido y glutation
reducido y evaluar el perfil lipidico.

o Determinar el efecto sobre la glucemia del extracto luego de su administracion por via intra-
peritoneal (i.p.) y oral.

e Evaluar las diferencias histolégicas derivadas de los distintos tratamientos y controles.

C. Estudios farmacocinéticos

e Estudiar la estabilidad del extracto en medio gastrico e intestinal simulado, a través del estu-
dio del NDGA vy de su actividad antioxidante.

e Determinar el perfil plasmatico del extracto y/o los compuestos mayoritarios (NDGA y otros)
en ratas sanas, a fin de determinar el modelo farmacocinético que mejor ajusta y calcular las
constantes farmacocinéticas resultantes.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Droga Vegetal

Las hojas de Larrea divaricata Cav. utilizadas en este estudio fueron recolectadas en la pedania del
Rio Dolores, Barrio Aguas Azules (Sector B), localidad de Capilla del Monte, Departamento de Puni-
Ila, Provincia de Cérdoba, Argentina (nomenclatura catastral: Dep. 23- Ped. 01- Pueblo 06- Circ. 05-
Secc. 02- Manzana 054- Parcela 003) e identificados mediante analisis morfol6gicos, anatémicos e
histoquimicos por el Dr. Gustavo Giberti 1, del Museo de Farmacobotanica, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. Se conservo un ejemplar (BAFC n. 38) en el Museo de
Farmacobotanica.

3.1.2. Obtencion del extracto acuoso de L. divaricata (ExA).

Las hojas (75 g) de L. divaricata Cav. previamente desecadas al aire fueron sometidas a la accién
del agua (1000 ml) a ebullicion durante 10 min. La extraccién fue mantenida a 56°C con agitacion en
un bafio termostatico por un lapso de 45 min. Luego de una maceracion a 5°C por 72 h, el extracto fue
filtrado, liofilizado y almacenado en un lugar frio y seco hasta el momento de su uso (Davicino y col.,
2010). Se obtuvo un rendimiento del 19%.

3.1.3. Cultivo de Macrdfagos de linea celular

La linea celular de macrdéfagos murinos RAW264.7 de la coleccion de cultivos de tipo americano
(ATCC) (5 x 10° células/ml) se cultivé en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10%, conteniendo antibidticos (100 U/ml de penicilinay 100 U/ml de
estreptomicina) y se mantuvo en un incubador humidificado al 5% de CO, y 37°C.

3.1.4. Uso de Animales de Laboratorio

Todos los experimentos realizados con animales de laboratorio fueron disefiados acorde a los prin-
cipios establecidos por Guide for the care and use of laboratory animals (U.S. National Research
Council, 1996). Las técnicas utilizadas para el punto final humanitario se basaron en las Recomenda-
ciones para la Eutanasia de los Animales de Experimentacion: Parte 1y 2 (Comision Europea, 1995).
Todos los experimentos fueron aprobados por el comité de experimentacion con animales de la Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Nro 220612-1.

3.2. Métodos
3.2.1. Estudios Fitoquimicos de ExXA.
3.2.1.1. Identificacion y cuantificacién de NDGA y Rutina por HPLC

Para la valoracién de NDGA por HPLC se utilizé un equipo Varian ProStar equipado con un in-
yector Rheodyne (20 pl), horno a temperatura ambiente y detector de arreglo de diodos a 280 nm.

Fase estacionaria: Columna de fase reversa Phenomenex, modelo Kinetex 5 um XB- C18 100A (250
mm X 4.6 mm). Serie: H16-121960

Fase movil: A: agua: acido acético (98:2), B: Metanol: acido acético (98:2), se realiza un gradiente:
Se partede 15% Ba 40 % B en 30 min; 40% Ba75% Ben 10 min; 75% Ba85% Ben5 miny
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100 % B en 5 min. Mantener 100% de fase mévil B por 10 minutos antes de volver a las condiciones
iniciales. Flujo: 1.2 ml/min.

Las muestras fueron valoradas frente a estandar Sigma (Sigma, USA) comparando las areas de los
picos obtenidos en cada caso. (Davicino, Alonso, Anesini, 2011)

El mismo método fue utilizado para la determinacién de Rutina, pero en este caso se utiliz una
diferente longitud de onda en el detector: 255 nm. Las muestras fueron valoradas frente a estandar de
Rutina (Sigma, EE.UU.) comparando las &reas de los picos obtenidos en cada caso (Filip 2003).

Validacion del método: EI método cromatografico debe cumplir con los requisitos: de selectividad,
linealidad, exactitud y/o recuperacion, precision inter e intraensayo, limite de cuantificacion y de de-
teccion (Farmacopea Argentina 7™ Ed, 2003; Quattrocchi, Abelaira y Laba, 1992). Para ello se reali-
z6 una curva de calibracién 0,8 a 80 pg/ml para NDGA.

3.2.1.2. Identificacion de otros compuestos presentes en EXA por HPLC

3.2.1.2.1. Método 1: INTI

Una muestra de ExA fue enviada al Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas del
Centro de Quimica del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INT1) a cargo de la Ing. Qca. Ce-
cilia Alberti, donde se desarroll6 un método cromatografico para la identificacion y cuantificacion de
compuestos polifendlicos a traves de la determinacion de iones cuasimoleculares y la fragmentacion
de los mismos. Se utilizo un sistema HPLC Waters Alliance acoplado a un Espectrometro de masa
Quattro Premier XE marca Waters y se utilizd ionizacion por electrospray en modo negativo (ESI-).

Se desarrollo un método cromatogréafico con gradiente compatible con el detector de masa
Fase mdvil: 0,1% Acido férmico en agua, 0,1 Acido férmico en Acetonitrilo
Columna ACE 3 C18 (50 x 2,1) mm

La identificacion de los compuestos de interés se realiz6 teniendo en cuenta la masa molecular de
los iones cuasimoleculares (fragmentaciones) e informacién hallada en bibliografia por el INTI.

3.2.1.2.2. Método 2: CIDEC- FFyB

Otra muestra de ExA fue enviada al CIDEC (Centro de Investigacion, Desarrollo y Control Farma-
céutico) de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad de Buenos Aires donde se utiliz6
un equipo HPLC-MS/MS UltiMate 3000 HPLC acoplado a un espectrémetro de masa TSQ Quantum
Access MAX Triple Cuadruplo con una fuente de ionizacion ESI (Massachusetts, EE.UU.).

Las condiciones de calibracion fueron las siguientes: voltaje de spray 3.5 kV, temperatura de vapo-
rizador 233°C, temperatura de capilar 314°C, presion de gas envolvente y gas auxiliar se fijaron en 10
y 45 unidades, respectivamente. EI método consistio en dos eventos, single ion monitoring (SIM) y
selective reaction monitoring (SRM). Se trabaj6 en modo positivo para los glicésidos de flavonoles y
en modo negativo para los acidos fendlicos.
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Método HPLC: Columna: Hypersil C18; 150 x 4.6 mm (5 um). Flujo: 1 ml/min
Se desarroll6 un gradiente con A: acido formico 0.1% aq. Y B: &cido formico 0.1% en metanol

Soluciones testigo mixtas:

Modo positivo: se partié de una solucién stock de 1 mg/ml en metanol de los siguientes compuestos:
guercetina, catequina, epicatequina, procianidina B2, quercetina-3-O-ramndsido, quercetina-3-O-
glucosido, quercetina-3-O-galactoésido, quercetina-3-O-arabinopirandsido y quercetina-3-O-
arabinofurandsido. Luego, se tomd una alicuota de cada una de estas soluciones y se realizé una dilu-
cién a una concentracién final de 100 ng/ml utilizado acido férmico 0.1% como diluyente.

Modo negativo: se partido de soluciones stock de 1 mg/ml en metanol de &cido clorogénico, acido
cafeico y &cido nordihidroguayarético. Posteriormente, se tomo una alicuota de cada una de ellas y se
diluyo en &cido férmico 0.1% hasta una concentracion final de 100 ng/ml.

Solucion muestra: Se pesaron exactamente de 10,00 mg de extracto seco, se agrego una alicuota de
una mezcla metanol:agua (70:30) y se s6nico durante 10 minutos. Se procedié a centrifugar y se reali-
26 una dilucidn al medio en acido formico 0.1%.

La identificacion de los compuestos de interés se realiz6 teniendo en cuenta la masa molecular,
fragmentos diagndsticos y coincidencia de tiempo de retencion con los testigos utilizados.

3.2.1.3. Determinacion de polifenoles totales.

El contenido total de polifenoles se determind mediante espectrofotometria a través del método de
Folin-Ciocalteu utilizando &cido galico como estandar. El extracto liofilizado se peso y se disolvié en
agua destilada. Brevemente, 1,0 ml del extracto se transfirié a tubos separados que contenian 7,0 ml
de agua destilada, 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,5 ml de una solucion anhidra de carbona-
to de sodio al 20%. Los tubos se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 60 minutos y la ab-
sorbancia se midié en un espectrofotometro UV-vis a 765 nm. La concentracion de polifenoles en las
muestras se interpolé de una curva estandar de &cido galico (SIGMA, EE.UU.) que oscil6 entre 10 y
50 pg / ml (coeficiente de correlacion de Pearson: r? = 0.9996).

3.2.1.4. Determinacion de flavonoides totales.

La determinacién de los flavonoides totales de ExA se realiz6 seglin la técnica descripta por
Mammen (Mammen y col., 2012). Para ello, a 10 mg del extracto se le agregd AICl; y acetato de po-
tasio y se incub6 por 30 min. Al cabo de ese tiempo, se midio la absorbancia a 415 nm. Los resultados
se expresaron como pg de flavonoides/mg de extracto, mediante la confeccion de una curva de cali-
bracion realizada con concentraciones conocidas de quercitrina (Sigma, EE.UU.).

3.2.1.5. Composicion Nutricional y Mineral

Estas determinaciones fueron realizadas sobre ExA por el Dr. Néstor Pellegrino en la Catedra de
Bromatologia y Nutricion de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

Se adoptaron los métodos recomendados por AOAC (Association of Official Analytical Chemists,
2000) para determinar los niveles de humedad, cenizas, proteinas, lipidos y fibra dietaria total. El
contenido de humedad se determind calentando 5,0 g de EXA en un crisol colocado en un horno man-
tenido a 70 °C bajo presion (50 mm Hg). La cuantificacion de cenizas se determiné mediante calcina-
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cion de 3.0 g de ExA en un horno mufla mantenido a 550 ° C hasta peso constante. Los niveles de
proteina (% de nitrégeno total x 6.25) se determind mediante el método de Kjeldahl utilizando 1,0 g
de muestra y el contenido lipidico se determiné gravimétricamente después de la extraccion con éter
de petréleo (rango de punto de ebullicion 35-65 ° C) de muestras de 5.0 g. La fibra dietaria total se
determind mediante el método enzimatico-gravimétrico descrito por Prosky y col. (1988). El conteni-
do total de carbohidratos se calculé como el residuo, excluyendo proteinas, lipidos, fibra dietaria total
y cenizas, de la siguiente manera: carbohidratos totales = 100 - (% de humedad +% de cenizas +% de
proteinas +% de lipidos +% de fibra dietaria total).

Para determinar la composicién mineral, muestras de 1,0 g de ExA se digirieron en 15 ml de
HNOs/ HCLO,4 (2:1, v/v) a 140 °C. Luego, los minerales de sodio, potasio, calcio, magnesio, cobre,
hierro y zinc se determinaron mediante espectrofotometria de absorcion atdbmica en un instrumento
Perkin-Elmer modelo AAnalist400

3.2.2. Ensayos de actividad antioxidante general de ExA y NDGA

3.2.2.1. Calculo de la concentracion efectiva media (CExsy)

La actividad antioxidante expresada como concentracién efectiva media (CEsp) se calculd con la
siguiente formula (Alexander y col., 1999).

CEso= Antilog D - {[(A — 50 % respuesta maxima) X]/ Y}
Donde: A: valor inmediato superior al 50 % de la respuesta maxima
B: valor inmediato inferior al 50 % de la respuesta maxima
D: log concentracion correspondiente a la respuesta A
C: log concentracion correspondiente a la respuesta B

X:D-C vy Y:A-B

3.2.2.2. Actividad Eliminadora de radicales libres (Scavenger de DPPH)

La actividad antioxidante medida a través de la capacidad eliminadora del radical libre difenil
picrilhidrazilo (DPPH) se realizé de acuerdo con la metodologia descripta por Blois (1958).

Preparacién de las soluciones Muestra: ExA fue diluido en agua MiliQ, de forma de obtener solucio-
nes con las siguientes concentraciones finales en el tubo de reaccién: 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg/ml. Se
prepararon blancos de muestra utilizando agua MilliQ. EI NDGA estandar de referencia fue diluido
primero en etanol y luego en agua para obtener las siguientes concentraciones en el tubo de reaccion:
0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 5; 10 ug/ml. Soluciones de referencia: Se utilizé vitamina C como estdndar de
referencia antioxidante. Se prepararon soluciones acuosas de 1000 pg/ml en el tubo de reaccion.

Procedimiento: Se tomaron 100 pl de cada solucién muestra y se colocaron en un vial. Se afadieron
400 pl de buffer Tris-clorhidrico 100 mM y 500 pl de una solucién de DPPH 500 uM en etanol abso-
luto. Se incub6 en oscuridad durante 20 minutos y se ley6 la absorbancia a 517 nm. Se realiz6 un con-
trol de DPPH preparado con buffer Tris-clorhidrico 100 mM.
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La actividad antioxidante se determind mediante la comparacion de la absorbancia obtenida con
las soluciones de referencia o las soluciones muestra con la obtenida con el control de DPPH. Los
resultados se expresaron como % respecto al control, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Act. eliminadora de radicales DPPH: [(Abs. muestra — Abs. control)/ Abs control] x 100.

3.2.2.3. Inhibicion de la lipoperoxidacion
3.2.2.3.1. Determinacion de TBARS del acido linoleico.

La actividad inhibidora de la peroxidacion lipidica se determind de acuerdo con el método de
Osawa y Namiki (1981), modificado por Sanchez-Moreno y col. (1998). Este método se basa en de-
terminar la capacidad de las muestras para inhibir la peroxidacion lipidica del acido linoleico. Este
acido se oxida originando perédxidos que a su vez reaccionan con el cloruro ferroso, oxidandolo. El
hierro oxidado como Fe®* reacciona con el tiocianato de amonio dando tiocianato férrico, de color
rojizo, que absorbe a 500 nm. Una disminucion en la absorbancia es indicativa de actividad antioxi-
dante.

Preparacion de las soluciones Muestra: ExA fue diluido en agua MiliQ, de forma de obtener solucio-
nes con las siguientes concentraciones finales en el tubo de reaccion: 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg/ml. Se
prepararon blancos de muestra utilizando agua MiliQ. EI NDGA estandar de referencia fue diluido
primero en etanol y luego en agua para obtener las siguientes concentraciones en el tubo de reaccion:
0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 5; 10 pg/ml.

Solucién de referencia: Se utiliz6 una solucion acuosa de vitamina C, estandar de referencia antioxi-
dante, de manera de obtener una concentracion de 1000 pg/ml en el tubo de reaccion.

Procedimiento: Se colocaron 1600 ul de cada solucion muestra o solucién de referencia antioxidante
en un tubo de vidrio y se agregaron 3200 ul de buffer fosfato pH 7, 1600 pl de agua ultra pura y 1600
ul de acido linoleico (2,5 % en etanol absoluto). Se incubd en un bafio termostatico a 37 ° C durante 4
dias. Se tomaron muestras de 50 ul de cada tubo a diferentes tiempos y se hicieron reaccionar con 50
ul de tiocianato de amonio (30 %) y 50 pl de cloruro ferroso (0,02 M) en presencia de etanol al 75 %.
Se incubaron durante 3 minutos en oscuridad y se determiné la absorbancia a 500 nm. Se realiz6 un
control con buffer fosfato pH: 7.

La actividad antioxidante se determiné por comparacion entre la absorbancia obtenida con las so-
luciones muestra o solucion de referencia antioxidante y la obtenida con el control de méaxima oxida-
cion del &cido linoleico (96 horas de incubacion en bafio termostatico a 37°C). Se calcul6 la actividad
antioxidante con la siguiente formula:

Inhibicion de la peroxidacion lipidica: [Abs muestra-Abs control)/Abs control] x 100.

3.2.2.3.2. Determinacion de TBARS de yema de huevo.

La actividad antioxidante se determiné en un modelo de peroxidacién de fosfolipidos en yema de
huevo (Kuppusamy et al. 2002). El extracto o el NDGA en diferentes concentraciones (ExA:100, 500,
1000, 1500, 2000ug/ml; NDGA: 0,3, 1,5, 3, 4,5, 6,0 ug/ml) se mezclaron con 1 ml de yema de huevo
emulsionado en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4) para obtener una concentracion final de 25 g/l. La mez-
cla se incub6 a 37°C durante 1 hora y luego se trat6 con 0,5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 15%
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recién preparado y 1,0 ml de acido tiobarbiturico al 1% (TBA). Los tubos de reaccion se mantuvieron
en un bafio de agua hirviendo durante 10 min. Después de enfriar, los tubos se centrifugaron a 3500 x
g durante 10 minutos para eliminar la proteina precipitada. La formacidn de sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS) se midié a 532 nm. EI control de la oxidacion consistio en yema de
huevo y buffer fosfato. El blanco de extracto se preparé sin yema de huevo. Los valores del blanco se
restaron de cada tubo de ensayo. Se utiliz6 butilhidroxitolueno (BHT) (1000 pg /ml) como compuesto
antioxidante de referencia. El porcentaje de inhibicion de la peroxidacion se calculd con la siguiente
ecuacion: % de inhibicion: [(Ag - As) / Ag] x 100, donde A, era el control de la absorbancia de la oxi-
dacién y As era la absorbancia de la muestra.

3.2.2.4. Interferencia con metales (Poder reductor)

La determinacién del poder reductor se realiz6 segln la técnica descripta por Ferreira y col (2007).
La técnica se fundamenta en la reaccion del ferricianuro de potasio con el extracto o NDGA que al
tener capacidad reductora reduce el hierro 111 a hierro 1l formando hexaciano ferrato Il de potasio el
que a su vez reacciona con cloruro férrico para dar un complejo que absorbe a 700 nm, es decir a ma-
yor poder reductor mayor absorbancia. Se realizo una curva de calibracion con &cido ascorbico estan-
dar de referencia (SIGMA, EE.UU.) en concentraciones de 2,5 a 80 pg/ml en agua.

En un tubo de ensayo se colocaron 2,5 ml de muestra o solucién de referencia y se agregaron 2,5
ml de agua, 2,5 ml de buffer fosfato (pH 6,6; 0,2 M) y 2,5 ml de ferricianuro de potasio (10 mg/ml) y
se incubaron a 50°C durante 20 minutos. Luego los tubos se retiraron del bafio termostatizado y se
colocaron inmediatamente en un bafio de hielo. Se agregaron 2,5 ml de &cido tricloroacético al 10% y
se centrifugo a 3500 rpm durante 10 minutos. 2,5 ml del sobrenadante se transfirieron a otro tubo y se
agregaron 2,5 ml de agua destilada y 0,5 ml de tricloruro férrico al 0,1%. Se dejo reposar 10 minutos a
temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a 700 nm. El blanco de muestra se realizé con
agua destilada. El poder reductor se expresa como equivalente a tal concentracion de acido ascorbico,
interpolando en la curva de calibracién.

3.2.2.5. Inhibicion de la formacion de AGE’s.

Para determinar la formacion de AGE’s, los huevos se sometieron a un método de coccion estan-
dar, fritura. En resumen, 2,5 ml de huevos homogeneizados mas 2,5 ml de agua (control oxidativo
positivo) y 2,5 ml de huevos homogeneizados mas 2,5 ml de ExA (0,1, 1,0, 10 mg/ml) o0 2,5 ml de
NDGA (3 pg/ml) fueron freidos con 1 ml de aceite durante 5 minutos a 70°C. Las muestras, obtenidas
mediante este proceso, se mantuvieron a -20°C hasta su uso. Para determinar los AGE’s totales, se
homogeneizo6 1 g de cada muestra en 2 ml de PBS, se centrifugd durante 5 min a 900 x g y se uso el
sobrenadante para la cuantificacion. Los AGE’s se determinaron mediante un Kit de inmunoensayo
competitivo indirecto (LAMIDER, Laboratorio Mexicano de Inmunoensayo y Diagnostico de Refe-
rencia S.A. de C.V.) y se calcularon por interpolacion en una curva de calibracion realizada con el
AGE proporcionado por el fabricante.

3.2.2.6. Actividad simil enzimas antioxidantes (SOD, CAT, Px)

Con esta metodologia se evalu6 la capacidad de ExA y NDGA de simular la actividad del sistema
antioxidante enzimatico conformado por SOD, CAT y Px. Este sistema es el responsable de la ruta de
detoxificacion del anién superdxido y del peréxido de hidrogeno originados durante el metabolismo.
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Se determind la actividad simil enzimatica de diferentes concentraciones de EXA y NDGA a través
de diferentes técnicas que permitieron evaluar la capacidad de catalizar la desaparicion de los produc-
tos oxidantes derivados de las rutas metabolicas.

Preparacién de las soluciones Muestra: ExA fue diluidos en agua MiliQ, de forma de obtener solucio-
nes con las siguientes concentraciones finales en el tubo de reaccion: 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg/ml. Se
prepararon blancos de muestra utilizando agua MiliQ. EI NDGA estandar de referencia fue diluido
primero en etanol y luego en agua para obtener las siguientes concentraciones en el tubo de reaccion:
0.001, 0.01,0.1, 0.5, 5; 10 pg/ml.

3.2.2.6.1. Actividad simil catalasa

La determinacion de la actividad simil CAT se realiz6 de acuerdo con el método descripto por
Carrillo y col. (1991). Este método evalla la capacidad de un extracto o un compuesto de descompo-
ner el H,0, en O, y H,0. El H,0O, absorbe a 240 nm, por lo tanto, una disminucion en la absorbancia
indica la capacidad eliminadora del H,O.

Procedimiento: Se colocaron 100 ul de las soluciones muestra en el tubo de reaccion a los cuales se
afiadieron 2850 ul de buffer fosfato 50 mM pH 7. Se homogeneiz6 con ayuda de un agitador a vibra-
cién y se trasvasO cuantitativamente a una cubeta para lectura espectrofotométrica. Inmediatamente
antes de comenzar la lectura se anadieron 50 pl de H,O, 0,35 M para poder observar la variacion de la
absorbancia en forma cinética.

La actividad catalasa se determiné en forma cinética, midiendo el cambio en la absorbancia por
minuto (A Abs/min) a 240 nm durante 5 minutos.

Con el AAbs/min promedio (velocidad promedio) de la muestra determinado en la porcién lineal
de la curva se calculd la concentracién de H,O, degradado por minuto teniendo en cuenta el coeficien-
te de extincién molar a 25°C y pH=7 del H,0, (0,0394 pM/min/cm?) (Nelson y Kiesow, 1972). Una
vez calculada la concentracion de H,O, degradado por minuto se calcul6 la actividad catalasa sabien-
do que 1 unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima requerida para
descomponer 1 umol de H,0..

3.2.2.6.2. Actividad simil peroxidasa

La determinacién de la actividad simil Px se realizé segun el método descripto por Herzog y Fahi-
mi (1973). Este método evalla la capacidad de un extracto o compuesto de reducir al H,O, a agua, y
oxidar al mismo tiempo a la sustancia 3,3’diaminobencidina (DAB). La DAB se oxida originando un
compuesto de color marron que puede ser determinado espectrofotométricamente a 465 nm. Por lo
tanto, la absorbancia es directamente proporcional a la actividad simil Peroxidasa.

Preparacion de la solucion de 3,3’-diaminobencidina (DAB): Se prepard una solucién extemporanea
de concentracion 5 x 10 en buffer Krebs—Henseleit (pH 7,4).

Solucion de perdxido de hidrégeno (H,0,): Se prepard una solucion acuosa extemporanea de H,0, a
partir de H,O, 30 volumenes haciendo una dilucion 1/86.

Soluciones de referencia: Se prepararon soluciones de peroxidasa de rabano picante en concentracio-
nes conocidas.
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Procedimiento: Se colocaron 100 ul de cada solucién muestra o solucion de referencia en el tubo de
reaccion. Se afiadieron 875 ul de solucion de DAB y 25 ul de solucion de H,0,. Se determind el cam-
bio en la absorbancia por minuto (AAbs/min) a partir del agregado del peréxido de hidrogeno a 465
nm a intervalos de 30 segundos por un lapso de 5 minutos. Para calcular la actividad peroxidasa se
determino el AAbs/min promedio (velocidad promedio) de la muestra en la porcion lineal de la curva
obtenida y se interpold en la curva de calibracion obtenida con el estandar de referencia (AAbs/min en
funcidn de la concentracion de enzima).

3.2.2.6.3. Actividad simil superéxido dismutasa

La determinacion de la actividad simil SOD se realiz6 de acuerdo con la técnica descripta por Ca-
rrillo y col. (1991). Este método se basa en la capacidad de un extracto o un compuesto de inhibir la
oxidacion espontanea de la adrenalina a adenocromo, a través de la reduccion del oxigeno. La adre-
nalina se autooxida a pH 10,7 y forma un compuesto llamado adenocromo de color rosado-rojizo que
presenta absorcion a 480 nm.

Procedimiento: Se colocaron 50 ul de las soluciones muestra en el tubo de reaccion, se adicionaron
910 I de buffer fosfato 0,05 M, pH 10,7 (48,32 ml PO4,HNa,0,05 M + 1,68 ml NaOH 0,05 M), y en
el momento de comenzar la reaccion se agregaron 40 pl de adrenalina 2 mM. Luego del agregado de
la adrenalina, se midio la formacion del adenocromo espectroscépicamente a 480 nm en forma cinéti-
ca durante 5 minutos (cada 10 segundos).

Se realizd un control de auto-oxidacion de la adrenalina preparado con 960 ul del buffer fosfato
0,05 M, pH 10,7 y 40 pl de adrenalina.

La actividad SOD se calculd determinando el A Abs/min promedio (velocidad promedio) de la
muestra obtenido en la porcién lineal de la curva 'y el A Abs/min promedio (velocidad promedio) de
la adrenalina (control de auto-oxidacion). Luego se calculé el porcentaje de inhibicion de la oxidacion
de la adrenalina segun la siguiente ecuacion: % de Inhibicion = [ A Abs/min adrenalina (control de
auto-oxidacion)- A Abs/min muestra] / A Abs/min adrenalina (control de auto-oxidacion) x 100

La actividad SOD se calculé teniendo en cuenta que 1 U SOD inhibe la auto-oxidacién de la adre-
nalina en un 50 %.

3.2.2.7. Activacion de enzimas antioxidantes
3.2.2.7.1. Velocidad maxima de eliminacion de H,O, de la peroxidasa estandar pura

La actividad Px fue determinada por el método de Herzog y Fahimi (1973), descripto anteriormen-
te, usando por un lado: una actividad establecida de la enzima (3mU/ml) y de EXA (500ug/ml) o
NDGA (1,5ug/ml) frente a concentraciones variables de H,O, (0,0-3,0mM) y por el otro: actividades
variables de la enzima (0,025-7,80 mU/ml) y las mismas concentraciones de EXA o NDGA.

3.2.2.7.2. Velocidad maxima inhibicion de la oxidaciéon de la adrenalina de la SOD estandar
pura.

La actividad SOD se determind por el método de Carillo y col. (1991), descripto anteriormente,
usando por un lado: una actividad establecida de la enzima (0,5mU/ml) y de ExA (500pg/ml) o
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NDGA (1,5ug/ml) frente a concentraciones variables de adrenalina (0,0-10 mM) y por el otro: activi-
dades variables de la enzima (0,1-1,67 mU/ml) y las mismas concentraciones de EXA o NDGA.

3.2.2.7.3. Velocidad méxima de eliminacion del H,O, de la CAT estandar pura

La actividad CAT se determind por el método de Carillo y col. (1991), descripto anteriormente,
usando por un lado: una actividad establecida de la enzima (4 U/ml) y de EXA (500ug/ml) o NDGA
(1,5pg/ml) frente a concentraciones variables de H,O, (0,0-17,5mM) y por el otro: actividades varia-
bles de la enzima (0,42-4,0 U/ml) y las mismas concentraciones de EXA o NDGA.

3.2.2.8. Actividad protectora de lipoproteinas plasmaticas
3.2.2.8.1. Preparacion de plasmay lipoproteinas.

Se obtuvo sangre de ocho voluntarios sanos y normolipidémicos por puncion venosa y se recolectd
en tubos de sistema de vacio con éacido etilendiaminotetraacético (EDTA) (5 mmol/L). La sangre se
centrifug6 a 800 g, a 4°C durante 15 minutos y se emple6 el plasma separado para aislar HDL y LDL
como se indica a continuacion. Se obtuvo el consentimiento informado de los voluntarios y las inves-
tigaciones se realizaron de acuerdo con los principios de la declaracion de Helsinki. Estos ensayos se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Glicacion, Oxidacién y Enfermedades (Glycation, Oxidation and
Disease, Touro University of California) de la Universidad de Touro, California, EE.UU.

3.2.2.8.2. Aislamiento LDL y HDL humana

La LDL (d =1,019-1,063 g / ml) y HDL (d = 1,063-1,210 g / ml) se obtuvieron a partir de plasma
mediante ultracentrifugacion secuencial por flotacion a 15°C (Gugliucci, 1996). Después de una ex-
tensa dialisis, tanto HDL como LDL se mantuvieron en 10 mmol/L de buffer fosfato de sodio, pH 7,4
que contenia 150 mmol/L de NaCl, 0,1 mmol/L de EDTA a 4°C y se usaron en 1 semana. Antes de
los experimentos de oxidacién, las lipoproteinas se dializaron durante la noche contra el mismo buffer
sin EDTA. Luego se realiz6 una electroforesis y los geles fueron tefiidos con Commasie blue para
determinar la pureza de cada fraccion (Figura 5).
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Figura 5. Aislamiento de HDL y LDL humana por ultracentrifugacion diferencial.

P.M: Marcador de peso molecular
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3.2.2.8.3. Actividad PON-1 frente a estrés oxidativo y nitrosativo

Se determino la actividad de la Paraoxonasa-1 (PON-1) asociada a la HDL en presencia o ausencia
de 2,2'-Azobis(2-amidinopropano) dihidroclorhidrato (AAPH,5mM,Sigma) o 3-morpholino sydnoni-
mine (SIN-1, 10uM, Sigma) a través de la valoracion de la actividad arilesterasa de la PON-1.

Para cada caso, se ensayaron diferentes concentraciones de EXA y NDGA. Los niveles de actividad
de arilesterasa se determinaron en un espectrofotometro de microplacas SpectraMax®. La velocidad
de formacion de fenol se control6 cada 15 segundos (270 nm, temperatura ambiente) después de la
adicion de 20 pl (dilucion 1:80) de plasma o suero a 200 pl de una solucion de acetato de fenilo de
3,26 mmol/l (9 mmol/l Tris-HCL, pH 8,0, 0,9 mmol/l CaCl,). Los resultados se expresaron como U/I
usando la siguiente ecuacion:

U/L = AA/minuto x F

Donde F = (VT/VM) /0,00131
VT = Volumen total en pl
VM = Volumen de muestra en pl

0,00131 = coeficiente de extincidon micromolar

3.2.2.8.4. WB de ApoA-1 en presencia de SIN-1

Se realizo una corrida electroforética en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes,
SDS-PAGE segtn Laemmli, de la HDL en ausencia (Control) y presencia de SIN-1 (20mM), ExA
(0,2 y 1,0 pg/ml) o NDGA (0,0003 y 0,003ug/ml) y posterior transferencia a una membrana de PVDF
usando Transblot SD Semidry Cell (Bio-Rad) a 15 V por 35 minutos. Para la deteccion de ApoA-1 se
utilizaron anticuerpos conjugados con HRP (Anti-ApoA-1 (HRP) Abcam ab20784, 1:1.000 en 10%
de NCS). Luego los blots fueron incubados con el reactivo ECL PLUS (Amersham), desarrollados y
escaneados en un scanner quimioluminiscente (LICOR C-DIGit, LICOR biosciences) y procesados y
cuantificados con el software Image Studio.

3.2.2.8.5. Oxidacidn de la LDL por CuSO,

Para oxidar la LDL, se incub6 1 ml de las preparaciones ajustadas a 100 mg de proteina/ml con 10
mmol/L de buffer fosfato de sodio, pH 7,4, que contenia 150 mmol/L de NaCl, en presencia de CuSO,
80 mM fresco (Gugliucci y Menini, 2002). La oxidacion de LDL se analiz6 a través de la determina-
cion de las TBARS como se describe a continuacién. La oxidacién de la LDL se provocé en presencia
0 en ausencia de diferentes concentraciones de ExA (0,1; 1,0; 10 pg/ml) y las relativas concentracio-
nes de NDGA.

3.2.2.8.6. Determinacién de TBARS de la LDL

Las preparaciones de LDL (500 ul) se mezclaron con 1 ml de reactivo recién preparado que conte-
nia 0,046 mol/L de acido tiobarbiturico, 0,92 mol/L de acido tricloroacético y 0,25 mol/L de HCI.
Después de 30 minutos de incubacion a 100°C, las muestras se enfriaron en hielo, se centrifugaron a
1000 g durante 15 min a 4°C y se ley0 la absorbancia del sobrenadante a 532 nm. La absorbancia de
las muestras es proporcional a la formacién de TBARS. 1,1,3,3, tetrametoxipropano (malondialdehido
bis [dimetil acetal]) se us6 como estandar. (Gugliucci y Menini, 2002; Gugliucci y Stahl, 1995).
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3.2.3. Ensayos de actividad antioxidante en cultivos de Macro6fagos
3.2.3.1. Determinacion de Proliferacion celular

Para evaluar la proliferacidn de los macréfagos RAW se utilizé la técnica del MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) modificada para medir la proliferacion celular. Las célu-
las (2x10° células/ml) se incubaron en placas de 96 pocillos con las diferentes concentraciones de
Glucosa, ExA, NDGA testeadas. Una vez cumplido el tiempo de incubacidn, las células se lavaron y
se incubaron con 5 mg/ml de MTT (Sigma) durante 4 h. El formazan formado de acuerdo a la canti-
dad de células en los pocillos se extrajo con isopropanol acidico, y la absorbancia se midié en un lec-
tor de microplacas a 540 nm. Los resultados fueron expresados como proliferacion (% del control)
(Madesh y col., 1997)

3.2.3.2. Determinacion de Nitritos totales.

Para determinar la produccion de ON, los macréfagos se incubaron durante 24 hs. sin ningln tra-
tamiento (basal) o con glucosa (5,5; 11; 55; 110 mM) sola o en presencia de diferentes concentracio-
nes de ExA y NDGA. Las células se centrifugaron luego a 900x g durante 10 min. Después de la cen-
trifugacion, el sobrenadante se separ6 para determinar los niveles de ON y las células en el sedimento
se usaron para determinar la cantidad de células. Los nitritos totales acumulados en el medio de culti-
vo, indicadores de la producciéon de ON, se midié mediante la reaccién de Griess (Becherel y col.,
1997). Brevemente, se mezclaron 100 pl de cada sobrenadante con 50 ul de una solucion de sulfani-
lamida al 1% en &cido fosférico al 5% y 50 ul de una solucion de dihidrocloruro de naftilenodiamina
al 0,1%. La mezcla se incubé luego a temperatura ambiente durante 10 min, y se leyd la absorbancia a
550 nm. Como curva estandar, se emplearon diluciones seriadas (0-100 uM) de una solucién de
NaNO,. Los niveles de ON se expresaron como nM /10° células. Cabe remarcar que lo que se mide
experimentalmente son nitritos totales, entre los que se encuentra el NO en mayor concentracién, por
lo tanto, un aumento de nitritos totales representa un aumento de los niveles de NO.

3.2.3.3. Determinacion del Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a)

Luego de 24 horas de incubacion, la produccion de TNF-o fue determinada en macréfagos tratados
con y sin (Basal) glucosa 55mM vy diferentes concentraciones de ExA (0,1; 1,0; 10 pg/ml) o NDGA
(0,0003; 0,003; 0,03 pg/ml). TNF-a fue determinado en el sobrenadante del cultivo celular utilizando
el kit comercial para ratones: TNF-a ELISA KIT (Chemicon International, Inc., CA, EE.UU.).

3.2.3.4. Determinacion de Glutation reducido (GSH)

Los niveles de GSH se determinaron segun Moron et al. (1979) en cultivos con diferentes concen-
traciones de glucosa y en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de ExA (0,1; 1,0; pg/ml)
o NDGA (0,0003; 0,003; 0,03 pg/ml). En resumen, inmediatamente después de obtener los sobrena-
dantes, se precipitaron con 0,1 ml de TCA al 25%. Las muestras se centrifugaron y el precipitado se
elimind. Los grupos sulfhidrilo libres se determinaron en un volumen total de 200 pl. 134 ul de
DTNB 0.6 mM (5,5 -ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico, Sigma) y 56 pl de buffer fosfato de sodio 0,2
mM (pH 8,0) se agregaron a 10 ul de cada sobrenadante y la absorbancia se ley6 a 405 nm en un es-
pectrofotdmetro UV-VIS Systronics. Se utilizé glutation (Sigma) como estandar para calcular y ex-
presar los resultados como uM GSH/10° células viables.
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3.2.3.5. Determinacion de ERO’s intracelulares.

La produccion de ERO’s totales se determind por el agregado del colorante Diacetato de 2°-7"-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), el cual, por accion de las ERO’s, se oxida a 2'-7"-
diclorofluoresceina (DCF), un compuesto fluorescente, cuya fluorescencia fue medida por citometria
de flujo. Se incubaron las células con concentraciones variables de glucosa (5,5; 11; 55 mM) en pre-
sencia o ausencia de ExA (0; 0,1; 1,0 w/ml) o NDGA (0; 0,0003; 0,003 w/ml). Se adquirieron méas de
10.000 eventos por grupo en un citdmetro de flujo FACSCalibur, y la intensidad de fluorescencia
media de la poblacion de células (IFM) fue obtenida de acuerdo a los gréficos de histogramas. Los
resultados se expresaron como IFM de DCF.

3.2.3.6. Determinacion de TBARS

Se determino la concentracion de las especies reactivas al cido tiobarbitarico (lipoperéxidos) en
cultivos de macrdfagos en presencia de distintas concentraciones de glucosa, ExA y NDGA. 20 pl de
los sobrenadantes de las muestras se mezclaron con 600ul de reactivo recién preparado que contenia
0,046 mol/L de 4cido tiobarbitarico. Después de 60 minutos de incubacién a 95°C, las muestras se
enfriaron en hielo, se centrifugaron a 1000 g durante 15 min a 4°C y se ley06 la absorbancia del sobre-
nadante a 532 nm. La absorbancia de las muestras es proporcional a la formacién de TBARS. 1,1,3,3,
tetrametoxipropano (malondialdehido bis [dimetil acetal]) se usé como estandar. (Gugliucci y Menini,
2002; Gugliucci y Stahl, 1995).

3.2.3.7. Determinacion de citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad de los macréfagos incubados con generadores de peroxinitritos (3-
morpholinosydnonimine, SIN-1; SIGMA, EE.UU.) y de ERO’s hidrosolubles (2,2'-Azobis(2-
amidinopropane) dihydrochloride, AAPH; SIGMA, EE.UU.) en presencia de diferentes concentracio-
nes de ExA (0,1; 1,0; 10 pg/ml) o NDGA (0,0003; 0,003; 0,03 ug/ml), se utilizo el kit de ensayo de
citotoxicidad LDH (Pierce, EE.UU.) que mide la LDH extracelular en medios de cultivo utilizando
una reaccion enzimatica que produce un producto de formazan rojo que se puede medir espectrofoto-
métricamente a 490nm. La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citosélica que es un indica-
dor de toxicidad celular.

3.2.4. Ensayos de actividad antioxidante en glandulas submandibulares de rata

Se realizo la evaluacion de la actividad antioxidante de EXA y NDGA en glandulas submandibula-
res de animales sanos y de animales con diabetes inducida por la administracion de estreptozotocina.

Los animales fueron manipulados de acuerdo con los lineamientos del Comité de Etica de la Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires (NUmero: 220612-1), y de acuerdo con
la guia de cuidados y uso experimental de animales del U.S. Department of Health, Education and
Welfare (DHEW Publication, NIH 80-23).

Se utilizaron ratas hembra (60 animales en total) pertenecientes a la cepa Wistar con un peso com-
prendido entre 150 y 200 g. Los animales fueron mantenidos en un cuarto con atmoésfera e ilumina-
cién controladas (22 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad) y fueron alimen-
tados con Purina® Chow y con agua ad libitum. El dia anterior a los experimentos fueron sometidos a
un ayuno de 24 horas.

Se realizaron dos experimentos, en el primer experimento se utilizaron 20 animales, que fueron
divididos en 4 grupos de 5 animales cada uno y se procesaron como se explica en punto 3.2.4.1.
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En el 2% experimento se utilizaron 40 animales, que fueron divididos en dos grupos de 20 animales
cada uno, uno considerado normal y otro tratado con estreptozotocina, que se procesaron como se
explicaen 3.2.4.1.

Induccidn de diabetes por estreptozotocina: La mitad de los animales (15) se usaron como control y
fueron tratados con buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) (CINa 8,6 g, KH,P0,40,43 g,
Na,HPO,1,18 g / litro de agua), via i.p.. La otra mitad fue inyectada con una dosis unica de estrepto-
zotocina (60 mg/kg) via i.p. Luego de 10 dias de la administracion de estreptozotocina, se determina-
ron los niveles de glucemia, en muestras de sangre obtenidas de la vena caudal, con tiras reactivas
Acucheck® y se determind el contenido de proteinas en suero por el método de Lowry y col. (1951).
Aquellos animales con niveles de glucemia superiores a 300 mg/dl conformaron el grupo de animales
tratados. Todos los animales (control y tratados) fueron pesados y sometidos a eutanasia, y se les ex-
tirparon las glandulas submandibulares.

3.2.4.1. Preparacion y tratamiento de las glandulas submandibulares

Se procedid a la remocion del tejido graso, los ganglios linfaticos y el tejido conectivo con ayuda
de una lupa. Las glandulas fueron pesadas e incubadas en buffer Krebs-Henseleit pH 7.4 a37°C duran-
te 10 minutos en presencia de 95 % O,y 5 % CO,. Una vez alcanzadas las condiciones de equilibrio,
las glandulas fueron incubadas durante 40 min en las siguientes condiciones:

Experimento 1: las gldndulas de 2 grupos de 5 animales fueron tratados con EXA en las siguientes
concentraciones: 25,50,100,500 y 1000 pg/ml, de manera tal de realizar el ensayo por duplicado. En
cada caso una glandula del mismo animal se us6 como control, incubada con buffer Krebs-Henseleit y
la otra fue sometida a tratamiento. Por otro lado, se utilizaron 2 grupos de 5 animales para repetir el
experimento en las mismas condiciones explicadas con NDGA en las siguientes concentraciones:
0,084, 0,17,0,34, 0,55 y 3,41 pg/ml.

Experimento 2: EI primer grupo de animales no tratados con estreptozotocina se dividieron de la si-
guiente manera: Las glandulas de 2 grupos de 5 ratas fueron tratadas con 500 pg/ml de ExA vy las
glandulas del resto de los animales fueron tratadas con 1,5 pg/ml de NDGA. La mitad de cada trata-
miento fue utilizado para realizar los estudios histolégicos. EI mismo esquema fue utilizado con las
glandulas de los animales tratados previamente con estreptozotocina.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se retir6 el medio de incubacién con una pipeta y las
glandulas fueron homogeneizadas en buffer Krebs-Henseleit conteniendo fluoruro de fenilmetilsulfo-
nilo (PMSF) 10 M (inhibidor de proteasas) y EDTA 10° M para obtener el homogeneizado de las
glandulas. Una vez sometidas al proceso de homogeneizacion fueron centrifugadas a 1000 x g durante
15 minutos a 5°C (Anesini y col., 2004).

En el sobrenadante correspondiente al homogeneizado se determiné el contenido de proteinas de
cada glandula por el método de Lowry y col. (1951).
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3.2.4.2. Determinacion de los pardmetros oxidativos
3.2.4.2.1. Peroxido de hidrogeno

La determinacion de peroxido de hidrogeno se realizé en los homogenatos de las glandulas. Para
ello, 50 pl fueron incubados con 100 ul de una solucién que contenia: 3-3"diaminobencidina (DAB)
0,56 mM, NaCl 140 mM, fosfato didcido de potasio 10 mM, dextrosa 5,5 mM, y peroxidasa de rabano
tipo 11, 0,01 mg/ml. Luego de 1 hora de incubacion, la reaccion fue interrumpida con el agregado de
10 pl de una solucion de NaOH 4 N. Se determind la absorbancia a 650 nm en un lector de placas de
ELISA y los valores obtenidos fueron interpolados en una curva de calibracién de H,O,. Los resulta-
dos se expresaron en moles de H,0,/g glandula.

3.2.4.2.2. Anion superéxido

La determinacion de anion superdxido se realizé de acuerdo con el método descripto por Schopf y
col. (1984). Para ello, se incubaron 50 ul de los homogenatos de glandulas con 200 pul de azul de ni-
trotetrazolio (NBT) 0,1 % y 50 pl de PBS durante 30 minutos en tubos Eppendorf®. La reaccion fue
detenida con el agregado 500 pl de HCI 1N. Se centrifug6 a 3500 rpm durante 15 minutos, se descartd
el sobrenadante y los cristales de formazan se extrajeron con 300 pl de dioxano. Se tomaron 200 pl de
la solucion anterior y se colocaron en placas de ELISA. A continuacion, se determino la absorbancia a
550 nm en espectrofotometro. Los resultados se expresaron en nmoles de NBT reducido/g glandula.

3.2.4.2.3. Oxido nitrico

La determinacion de d6xido nitrico se realizo a través de la valoracion de los nitritos totales utili-
zando el reactivo de Griess (Becherel y col., 1997). Para ello, 50 ul de homogenato de glandulas fue-
ron incubados con 100 pl del reactivo de Griess (2,5 ml de (a-naftil) etilendiamida 0,1 % + 5 ml Ac.
sulfanilico 2,4 % + 2,5 ml de una solucién de &cido clorhidrico preparada de la siguiente forma: acido
clorhidrico fumante: agua destilada (1:30)) durante 15 minutos en oscuridad. A continuacion, se de-
termind la absorbancia a 540 nm. Los nitritos totales fueron determinados por interpolacion en una
curva de calibracion realizada con concentraciones conocidas de nitritos (7,7 x10™ a 0,025 mM) pre-
paradas a partir de nitrito de sodio y los resultados se expresaron como mmoles de ON/g de glandula.

3.2.4.3. Determinacion de la peroxidacion lipidica.

Los niveles de peroxidacion lipidica se analizaron mediante la determinacion de la tasa de produc-
cion de especies reactivas al &cido tiobarbitirico expresados como malondialdehido (MDA), segun
Ohkawa et al., (1979) con ligeras modificaciones. En resumen, se trataron 10 pl de homogenato de
glandulas o 10 pl de suero con una mezcla de 100 pl de TCA al 20% Yy acido tiobarbitdrico al 0,5%
(TBA) y 100 pl de butilhidroxitolueno (BHT) (4% en etanol). La mezcla reactiva se calent6 a 90°C
durante 30 min. Luego, se dejo enfriar y se centrifugd durante 10 minutos a 800 x g. El contenido de
MDA se determind espectrofotométricamente a 532 nm y 600 nm (absorbancia inespecifica) y la con-
centracion se determin6 calculando la diferencia entre los valores medidos a 532 nm y 600 nm utili-
zando el coeficiente de extincion molar (155 mM“cm™). Finalmente, el contenido de MDA se expres6
en nmol/g glandula.

3.2.4.4. Determinacion de la oxidacién de proteinas

El ensayo para la deteccion de la oxidacion de proteinas se baso en la generacién de grupos carbo-
nilo. Brevemente, se incubaron alicuotas de homogenato de glandulas de ratas normales (500 pg de
proteinas, cuantificadas previamente por Lowry) en ausencia (Basal) o presencia de diferentes con-
centraciones de EXA (25, 50, 100, 500 y 1000 pg/ml) o NDGA (0,084, 0,17; 0,34; 1,55; 3,41 pg/ml).
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La generacién de grupos carbonilo se detectd por derivacion con 500 ul de 2,4-
dinitrofenilhidracina (DNPH) 10 mM, lo que conduce a la formacion de un producto estable de 2,4-
dinitrofenil (DNP) hidrazona. Luego se agregd 500 ul de TCA (30%) para precipitar las proteinas y
descartar restos de lipidos y DNPH libre. Después de tres lavados con 1ml de etanol-etilacetato (1:1)
se solubilizo el pellet con 1 ml de guanidina 6M. Luego se tomé 1ml de este producto y se midi6 el
contenido de grupos carbonilos a 375 nm usando el coeficiente de extincion molar del DNPH (22000
moles/litro/cm). EI nimero de grupos carbonilo se expresé como nmol/glandula (Levine y col., 1990).

3.2.4.5. Actividad enzimatica glandular

Las actividades antioxidantes enzimaticas se determinaron en homogenatos y medio de incubacion
de glandulas control (sin ningln tratamiento) y de glandulas tratadas con EXA 0 NDGA de animales
normales y tratados con STZ.

3.2.4.5.1. Actividad Peroxidasa (Px)

La actividad de la peroxidasa se determiné de acuerdo con Herzog y Fahimi (1973). Brevemente,
las muestras se incubaron con 775 pl de tetrahidrocloruro de diaminobencidina 5x10-4 M 3,3 (DAB,
Sigma) y 25 pl de H,0, (Parafarm R, 30% v/v diluido 1/86 en agua destilada). La reaccion se inici6
mediante la adicion de H,O,. DAB sin H,0, se utiliz6 como blanco. El cambio en las lecturas de ab-
sorbancia se registrd a intervalos de 30 s durante 5 min usando un espectrofotometro de registro Shi-
madzu UV-240 (impresora gréafica PR-1) establecido a 465 nm, y se calcul6 la absorbancia / min. La
actividad de las muestras se derivo de una curva estandar que muestra una relacion lineal entre la acti-
vidad enzimatica y la diferencia de absorbancia/min. Los resultados se expresaron como actividad
total de Px U/ml/g glandula = actividad de glandulas homogeneizadas + actividad determinada en
medio de incubacion

3.2.4.5.2. Actividad Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad superédxido dismutasa se determind por su capacidad para inhibir la oxidacion espon-
tanea de adrenalina a adrenocromo, que se midié espectrofotométricamente a 480 nm.

Se colocaron 50 pl de los homogenatos en el tubo de reaccién, se adicionaron 910 pl de buffer
fosfato 0,05 M, pH 10,7 (48,32 ml PO,HNa,0,05 M + 1,68 ml NaOH 0,05 M), y en el momento de
comenzar la reaccion se agregaron 40 pl de adrenalina 2 mM. Luego del agregado de la adrenalina, se
midio la formacidn del adenocromo espectroscopicamente a 480 nm en forma cinética durante 5 mi-
nutos (cada 10 segundos) y se calcul6 el A Abs/min.

La actividad SOD se calcul6 determinando el A Abs/min promedio (velocidad promedio) de la
muestra obtenido en la porcién lineal de la curva 'y el A Abs/min promedio (velocidad promedio) de
la adrenalina (control de auto-oxidacion). Luego se calculé el porcentaje de inhibicion de la oxidacion
de la adrenalina segun la siguiente ecuacion: % de Inhibicion = [ A Abs/min adrenalina (control de
auto-oxidacion)- A Abs/min muestra] / A Abs/min adrenalina (control de auto-oxidacion) x 100

La actividad SOD se calcul6 teniendo en cuenta que 1 U SOD inhibe la auto-oxidacion de la adre-
nalina en un 50 %.

Los resultados se expresaron como actividad total de SOD U/ml/g glandula = actividad de glandu-
las homogeneizadas + actividad determinada en medio de incubacion (Carrillo y col., 1991).
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3.2.4.5.3. Actividad Catalasa (CAT)

La determinacion de la CAT se realiz6 de acuerdo con el método descripto por Carrillo y col. (1991).
Este método evalla la capacidad de la enzima de descomponer el H,O, en O, y H,0. El H,O, absorbe
a 240 nm, por lo tanto, una disminucion en la absorbancia indica la capacidad eliminadora del H,O,.

Los homogenatos fueron incubados en buffer fosfato de sodio (50mM; pH: 7,0) conteniendo 100mM
de H,O,y la actividad catalasa se determind en forma cinética, midiendo el cambio en la absorbancia

por minuto (A Abs/min) a 240 nm durante 5 minutos.

Con el AAbs/min promedio (velocidad promedio) de la muestra determinado en la porcidn lineal de la
curva se calcul6 la concentracion de H,O, degradado por minuto teniendo en cuenta el coeficiente de
extincion molar a 25°C y pH=7 del H,0, (0,0394 pM/min/cm?®) (Nelson y Kiesow, 1972). Una vez
calculada la concentracion de H,0O, degradado por minuto se calculd la actividad catalasa sabiendo
que 1 unidad de actividad enzimética (U) se define como la cantidad de enzima requerida para des-
componer 1 umol de H,0,. Los resultados se expresaron como actividad total de CAT U/ml/g glandu-
la = actividad de glandulas homogeneizadas + actividad determinada en medio de incubacion

3.2.4.6. Determinacion de Glutation reducido (GSH)

Los niveles de GSH se determinaron segiin Moron et al., (1979). En resumen, inmediatamente des-
pués de obtener los homogenatos, se precipitaron con 0,1 ml de TCA al 25%. Las muestras se centri-
fugaron y el precipitado se elimind. Los grupos sulfhidrilo libres se determinaron en un volumen total
de 200 pl. 134 pl de DTNB 0.6 mM (5,5 -ditio-bis-&cido 2-nitrobenzoico, Sigma) y 56 pl de buffer
fosfato de sodio 0,2 mM (pH 8,0) se agregaron a 10 ul de cada sobrenadante y la absorbancia se ley6
a 405 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS Systronics. Se utilizé glutation reducido estandar (Sigma,
EE.UU.) para calcular pmol GSH/g de tejido.

3.2.4.7. Parametros bioquimicos

Las determinaciones bioquimicas fueron llevadas a cabo por Biog. Rodolfo Rodriguez, Instituto Davi-
la de Analisis Clinicos, a través de métodos automatizados acreditados con controles de calidad exter-
nos internacionales bajo buenas précticas de laboratorio segun PREVECAL (www.prevecal.net). Para
ello se enviaron muestras de plasma y suero de los animales control y tratados con STZ. Se deter-
mino: Glucemia, proteinas plasmaticas, Uremia, Acido Urico, Creatinina, Triglicéridos, Colesterol,
TGOy TGP, y valores hematoldgicos (glébulos rojos y blancos, Hemoglobina, Hematocrito y Formu-
la leucocitaria). Las muestras de sangre fueron obtenidas por exanguinacion por puncién cardiaca de
animales seleccionados al azar.

3.2.4.8. Estudios histoldgicos

Para estos estudios, muestras de glandulas de un grupo de 10 animales control normales y 10 animales
tratados con STZ cuyas glandulas se trataron in vitro con el extracto de EXA o con NDGA se fijaron
en una solucién de formalina al 10% a temperatura ambiente. Los tejidos se incrustaron en parafina y
las secciones de 5 um se cortaron, se tifieron con hematoxilina-eosina, y se montaron en portaobjetos
de vidrio para microscopia Optica y exploracion. Las muestras se analizaron a 200 x en un Aperio CS
Scancope.


http://www.prevecal.net/
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3.2.4.9. Andlisis de la expresion de Peroxidasa por Westernblot.

Los homogenatos de glandulas (40 pg de proteina /calle) se fraccionaron por tamafio mediante elec-
troforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 12% vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Las membranas se incubaron durante 90 minutos en solucién salina con buffer Tris (TBS, pH 7,5) y
3% de leche sin grasa, se lavaron y se incubaron durante la noche con una dilucion 1: 200 de un anti-
cuerpo anti-peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, EE.UU.). Las mem-
branas se lavaron con TBS-0.05% -Tween 20 y se incubaron con una dilucion de 1: 1000 de un anti-
suero de cabra conjugado anti-conejo-HRP (peroxidasa de rabano picante) (Sigma, EE.UU.). La in-
munodeteccion se realizé con el kit de reactivos de quimioluminiscencia Western Blot (NEN Life
Science, Boston, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las bandas de proteinas
inmunorreactivas se analizaron con el software Corel Photopaint 9.0.

3.2.4.10. Analisis de la expresion de la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) por Westernblot

Para la determinacion de los niveles de iNOS, se disolvieron los homogenatos de las glandulas de los
animales control y tratados con STZ en un buffer de muestra (SDS al 2%, glicerol al 10% (v / v), Tris-
HCI 62,5 mM, pH 6,8, bromofenol al 0,2% y 2-mercaptoetanol 10mM). Se separaron cantidades igua-
les de proteinas mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% y se transfirieron a membra-
nas de PVDF. Los sitios de union no especificos se bloguearon con un buffer de bloqueo (5% de leche
seca no grasa que contiene, Tween-20 al 0,1% en buffer Tris-HCI 100 mM y NaCl al 0,9%, pH 7,5)
durante 2 hs. La membrana de PVDF se incub6 posteriormente con un anticuerpo anti-iNOS (Sigma,
EE.UU.) durante 18 h. Se utiliz6 un anticuerpo anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) como
control de carga. Después de lavar con PBS-Tween, la membrana se incub6 durante 1 h con un anti-
cuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (Amersham Biotech, Inglaterra) diluido 1: 2000 en
PBS-Tween. Las bandas inmunorreactivas se visualizaron utilizando tecnologia ECL (Amersham
Pharmacia, Inglaterra). Se realiz6 un andlisis densitométrico con el software Image J (version 5.1, Silk
Scientific Corporation, EE.UU.). Los valores de densitometria de iNOS (unidades arbitrarias) en cada
linea se normalizaron a los valores de densitometria de actina correspondientes.

3.2.4.11. Andlisis estadistico

En cada experimento en particular se aclara el analisis estadistico realizado ya que debido a la diferen-
te naturaleza de los ensayos realizados se debe tomar cada caso en particular. En algunos casos se
determino la media y su error estandar (ESM) y en otros la media y el desvio estandar (DS). La signi-
ficancia entre las medias fue analizada a través de la aplicacion de la prueba de ANOVA para compa-
racion de diferentes grupos de tratamientos, y luego de la prueba de Dunnett para comparacion de
datos con el control. La comparacién de dos medias se realiz6 mediante la prueba T de Student para
muestras no apareadas. En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas cuando p
resulté menor o igual a 0,05.
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3.2.5. Estudios Farmacolégicos “in vivo”
3.2.5.1. Estudio de la toxicidad sub-crénica de ExA

La toxicidad oral sub-crénica se realizé de acuerdo con las instrucciones establecidas por la nor-
mativa de la OECD numero 407 (OECD, 2008). 50 ratones C3H/He, de 7 semanas de edad (Provistos
por departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, UBA), se dividieron en 5 grupos de 10
animales (5 hembras y 5 machos). El extracto, resuspendido en solucién fisiol6gica, se administro a
diferentes grupos de ratones en dosis de 25, 50, 250 mg/kg/dia respectivamente. Se administro 1mL
de las diferentes concentraciones utilizando una canula de intubacidn, y se separ6 un grupo que reci-
bi6 solucion fisiolégica y se considerd como control. Otro grupo fue tratado con una dosis de NDGA
1.45 mg/kg/dia (esta dosis representa la cantidad aproximada de NDGA encontrada en 250 mg/kg de
ExA, cuantificada por HPLC).

Luego de 28 dias, se recogio sangre por puncion cardiaca en recipientes recubiertos con EDTA 'y
sin recubrimiento. Se realiz6 un analisis de sangre completo utilizando un analizador automatico
Coulter LH 750 (Beckman, Pasadena, California, EE.UU.) determinandose globulos rojos, hemoglo-
bina, hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion media
de la hemoglobina corpuscular, indice de la distribucién del glébulo rojo, glébulos blancos y formula
leucocitaria (neutrofilos, eosinofilos, basdéfilos, linfocitos, monocitos) y recuento de plaquetas. La
actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) (IU/L) se determind en suero con un kit comercial
(Wiener Lab. Rosario. Argentina), el colesterol (mg%) y los triglicéridos (mg%) fueron evaluados por
métodos colorimétricos. También se determind la creatinina (mg/dl) en suero utilizando un método
cinético-colorimétrico. Inmediatamente después de la extraccion de sangre, los animales tratados y no
tratados fueron sacrificados y sometidos a autopsia. Brevemente, los 6rganos fueron ponderados y
varios trozos de tejido de 3-5 mm de espesor se fijaron en una solucién de 0,9% de NaCl en formal-
dehido al 10% durante 24 h y se lavaron en agua corriente por otras 24 hs. Las muestras fueron deshi-
dratadas pasando a través alcohol de 50, 70, 90, y 100% durante dos dias, y después se las lavo con
benceno para quitar el alcohol hasta que los tejidos se hicieran transparentes. Luego las muestras se
tifieron con hematoxilina-eosina y se examinaron utilizando un microscopio optico.

3.2.5.2. Modelo de Diabetes inducida por estreptozotocina en ratones.

Se realiz6 la evaluacion de la actividad antioxidante de los EXA en animales sanos y en animales
con diabetes inducida por la administracion de estreptozotocina. Los animales fueron manipulados de
acuerdo con los lineamientos del Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universi-
dad de Buenos Aires (Numero: 220612-1), y de acuerdo con la guia de cuidados y uso experimental
de animales del U.S. Department of Health, Education and Welfare (DHEW Publication, NIH 80-23).

3.2.5.2.1. Induccion de la diabetes por administracion de estreptozotocina

Se utilizaron ratones hembra (42 animales) pertenecientes a la cepa Balb-c con un peso compren-
dido entre 18 y 21 g. Los animales fueron mantenidos en un cuarto con atmésfera e iluminacion con-
troladas (22 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad) y fueron alimentados con
Purina® Chow y con agua ad libitum.

Induccion de diabetes por estreptozotocina: Luego de una semana de adaptacion, se hizo un grupo
control: 6 animales fueron tratados con solucion fisioldgica, 6 animales fueron tratados con ExA du-
rante un mes por via oral (grupo ExA oral) y 6 con EXA por via intraperitoneal (grupo ExA i.p.)). Al
resto de los animales se les administro una dosis de 40mg/kg/dia de Estreptozotocina (en buffer citrato
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pH: 4,5), por via i.p., durante 5 dias. Luego, se determinaron los niveles de glucemia en muestras de
sangre obtenidas de la vena caudal en ayunas, con tiras reactivas Acucheck® Agquellos animales
(n:18) con niveles de glucemia superiores a 150 mg/dl fueron separados aleatoriamente en los siguien-
tes grupos: grupo STZ, grupo STZ+EXA oral y grupo STZ+EXA i.p.. Los animales tratados con ExXA
recibieron una dosis diaria de ExA (disuelto en Solucion Fisioldgica) de 1000mg/kg/dia por via oral
(con trocar) o via i.p.

Una vez finalizado el experimento todos los animales que participaron en el experimento fueron
pesados, anestesiados y se practicd exanguinacion por puncion cardiaca para posteriores determina-
ciones bioquimicas. Luego los pancreas, higados vy rifiones fueron removidos para el anélisis histold-
gico.

3.2.5.2.2. Determinacion de la glucemia

La glucemia fue determinada semanalmente a través del método de la glucosa deshidrogenasa con
el glucdmetro electroquimico de Accu-check (Roche Diabetes Care) en sangre de la vena caudal de
los animales.

3.2.5.2.3. Determinaciones plasmaticas

Para la determinacion de colesterol total, triglicéridos y lipoperdxidos se extrajo sangre por pun-
cion cardiaca de los animales anestesiados. La sangre se recolecto en tubos heparinizados, los cuales
fueron centrifugados para separar el plasma.

3.2.5.2.3.1. Determinacion del colesterol total

Se realizo a través de un kit comercial (Wiener Lab.) con método enzimatico colorimétrico. Se
incubaron 10ul de los plasmas con 1ml del reactivo de trabajo (colesterol esterasa, colesterol oxidasa,
peroxidasa, 4-aminofenazona en buffer Good pH=6.8 con fenol y colato de sodio) durante 5 minutos a
37°C y se determind la absorbancia a 505nm. Los resultados, expresados como g/l, fueron extrapola-
dos a partir de una curva de calibracioén con una solucién estandar de colesterol segln instrucciones
del fabricante.

3.2.5.2.3.2. Determinacion de los triglicéridos totales

Se realizo a través de un kit comercial (Wiener Lab.) con método enzimatico colorimétrico. Se
incubaron 10ul de los plasmas con 1ml del reactivo de trabajo (lipoprotein lipasa, glicerol quinasa,
glicerol fosfato oxidasa, peroxidasa, ATP, 4-aminofenazona en buffer Good pH=7,5 con clorofenol)
durante 5 minutos a 37°C y se determind la absorbancia a 505nm. Los resultados, expresados como
g/l fueron extrapolados a partir de una curva de calibracién con una solucidn estandar de glicerol se-
gun instrucciones del fabricante.

3.2.5.2.3.3. Determinacion de lipoperoxidos plasmaticos (TBARS)

500ul de plasma se mezclaron con 1 ml de reactivo recién preparado que contenia 0,046 mol/L de
acido tiobarbiturico, 0,92 mol/L de acido tricloroacético y 0,25 mol/L de HCI. Después de 30 minutos
de incubacion a 95°C, las muestras se enfriaron en hielo, se centrifugaron a 1000 g durante 15 min a
4°C y se leyd la absorbancia del sobrenadante a 532 nm. La absorbancia de las muestras es proporcio-
nal a la formacién de TBARS. 1,1,3,3, tetrametoxipropano (malondialdehido bis [dimetil acetal]) se
us6 como estandar. (Gugliucci, 1995; Gugliucci y Menini, 2002; Gugliucci y Stahl, 1995).
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3.2.5.2.4. Estudios histoldgicos

Una vez sacrificados los animales, sus 6rganos fueron diseccionados y enviados al Instituto de
Ciencias Anatoémicas Aplicadas Prof. Dr. Sergio Provenzano (Facultad de Medicina, UBA). Para la
evaluacion histopatolégica de higado, rifién y pancreas se realizaron las tinciones con hematoxilina-
eosina (H-E) sobre secciones transversales de tejido de 5um de espesor. Las fotografias fueron toma-
das con un microscopio (Olympus).

3.2.5.2.4.1. Tincion con Hematoxilina-Eosina

La hematoxilina es un colorante natural de caracteristicas basicas que tifie estructuras acidas o
basofilas, como los ndcleos, de color plrpura o violeta. Contrariamente, la eosina es una tintura &cida
que se une a componentes basicos presentes en el espacio intra y extracelular, los cuales adquieren
una coloracién rosa-anaranjada. La tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E) continta siendo el método
mas ampliamente utilizado en histologia e histopatologia, ya que permite visualizar facilmente la or-
ganizacion estructural de un tejido, su microanatomia y sus células individualizadas con sus nucleos.

Luego del corte histolégico del material embebido en parafina utilizando un micrétomo rotatorio
(Erma LTE 610, Laboratorio Somaco), las secciones transversales de higado y pancreas fueron despa-
rafinizadas con xileno y rehidratadas en distintos grados de alcohol etilico (100°, 95°y 70°, respecti-
vamente). Primero, se colorearon los nicleos por inmersién durante 15 minutos en una solucion de
hematoxilina de Mayer. Luego, se retird el exceso del colorante con agua. Por ultimo, los cortes se
sumergieron durante 30 segundos en solucion de trabajo de eosina (250 ml de solucion madre en 750
ml de etanol 80° y 5 ml de acido acético glacial - Solucién madre de eosina: 10 gramos de Eosina Y
en 200 ml de agua destilada y 800 ml de etanol 96°) luego se lavaron rapidamente con agua y fueron
deshidratados nuevamente con lavados de etanol de 70°, 95° y 100°, respectivamente. Finalmente, se
limpiaron con xileno y se montaron con Béalsamo de Canada. Las muestras fueron analizadas median-
te el software Zen Lite Blue Edition 2.3.

3.2.5.2.5. Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd sobre experimentos independientes realizados por sextuplicado. En
todos los casos se determin6 la media y su desvio estandar (DS). La significancia entre las medias fue
analizada a través de la aplicacion de la prueba de ANOVA para comparacién de diferentes grupos de
tratamientos, y luego de la prueba de Dunnett para comparacion de datos con el respectivo control. La
comparacion de dos medias se realiz6 mediante la prueba T de Student para muestras no apareadas.
En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas cuando p resulté menor o igual a
0,05.



MATERIALES Y METODOS

3.2.6. Estudios Farmacocinéticos

3.2.6.1. Método cromatografico para la determinacién de NDGA en plasma de rata.

Se desarroll6 un método isocrético para la valoraciéon de NDGA en plasma por HPLC. Se utilizé
un equipo Varian ProStar equipado con un inyector Rheodyne (20 pl), horno a 30 °C y detector de
arreglo de diodos a 280 nm.

Fase mavil: Metanol: Agua: acido Acético (70:30:2)

Fase estacionaria: Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mmm X 5)
Flujo: 1.2 ml/min

Tiempo de retencidon: 3.1 minutos.

Tiempo de corrida 6 minutos

Procesamiento de muestras de plasma para realizar la curva de calibracién: a 100 ul de plasma suple-
mentado con NDGA estandar (Sigma, EE.UU.) se agregaron 10ul de estandar interno (Quercetina) y
1 ml de éter. Se vortexe6 durante 15 seg. cuatro veces y se coloco en el freezer una hora hasta que se
congeld la fase acuosa. Luego, se separd la fase etérea y se evapord el éter en un rotavapor a 65°C. Al
residuo obtenido se lo re-suspendi6 en 100 pl de fase movil.

Estandar interno: se pesaron 4 mg de quercetina estandar (Sigma, EE.UU.) y se transvasaron a matraz
de 50 ml, se agregaron 25 ml de metanol agua (70:30). Luego, se sonic6 hasta disolucién y se llevo a
volumen con el mismo disolvente. El tiempo de retencion del estandar interno fue 2.3 minutos.

Para el ensayo se utilizaron 4 ratas Wistar Kyoto macho de 330-380 g que fueron alojados 2 por
jaula en condiciones de humedad 60+5 % y de temperatura 22 + 2°C de acuerdo con las
reglamentaciones de SENASA, con libre acceso a agua y comida. Los animales fueron mantenidos en
condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se les administré el extracto por via oral por
trocar en una dosis de 1g/kg y se recolectd sangre de la vena caudal (100 pl aproximadamente) a los
siguientes tiempos: 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos, utilizando heparina como
anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C por 10 min y el sobrenadante
(70 ul aprox.) fue separado y procesado en iguales condiciones que la curva de calibracion.

Los datos de los niveles plasmaticos a cada tiempo fueron analizados con el software Topfit 2.0.
(Heizel y col.,1993), que permite evaluar distintos modelos con diferente nimeros de compartimen-
tos, y calcula en el caso de que se trate de un compartimento los siguientes parametros farmacocinéti-
cos: ABCf, ABCt, Ke, T1/2, MRT, Vd y CI..
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3.2.6.2. Ensayo de digestion gastrointestinal simulada

3.2.6.2.1. Preparacién de los medios géstrico e intestinal

El medio gastrico simulado fue preparado de acuerdo con los procedimientos de la USP (United
States Pharmacopoiea) mezclando 2,0 g de NaCl, 3,2 g de Pepsina y 3,0 ml de HCI concentrado en un
litro de H,O MilliQ y ajustando el pH a 1,2-1,8. Las muestras fueron incubadas 60 y 120 minutos en
este medio a 37°C utilizando un disolutor con una velocidad de agitacion de 100 rpm.

El medio intestinal simulado también se prepar6 de acuerdo a los procedimientos de la USP, mez-
clando 6,8 g de fosfato de potasio monobasico, 650 ml de agua MilliQ, 190 ml de NaOH 0,2 mol/l y
mix pancreatico (10g). En este caso las muestras fueron incubadas 120 y 240 minutos a 37°C en un
disolutor con una velocidad de agitacion de 100 rpm.

3.2.6.2.2. Incubacién de ExA en fluido gastrointestinal simulado

500mg de ExXA comprimidos en una pildora se incubaron en medio gastrico a 37 °C por dos horas.
Luego, la mezcla se incubo en fluido intestinal a 37 °C cuatro horas. Estos pasos se realizaron para
simular el proceso digestivo. Distintas alicuotas se recolectaron en los tiempos previamente mencio-
nados para realizar las siguientes determinaciones: Polifenoles totales, flavonoides y se cuantifico
NDGA. Por otro lado, se evalud la actividad eliminadora de radicales DPPH, asi como el poder reduc-
tor. El experimento se realiz6 por triplicado (Lena et al, 2004).
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4. RESULTADOS

4.1. Estudios fitoquimicos de ExA
4.1.1. ldentificacion y cuantificacion de NDGA y Rutina por HPLC.

Se informan los datos de validacién para el NDGA que es el marcador del extracto. El coeficiente
de correlacién obtenido fue adecuado: R% 0,999 (Figura 6). La exactitud y la precision inter e intraen-
sayo fue calculada en tres niveles de concentraciones: 0,8, 8 y 80 pg/ml por triplicado. Los valores
obtenidos para exactitud fueron: 98,0% a 100,1% y el promedio obtenido fue 99,418 + 1,064%. La
precisién intraensayo para 0,8 pg/ml fue de entre 2y 4 % y para 8 y 80 pg/ml menor al 2% en todos
los casos. La precision interensayo para el valor de 0,8 fue menor a 3% Yy para el resto menor al 1%.
Limite de cuantificacion 0,25 pg/ml y limite de deteccion: 0,1 pg/ml.

1600 - y=18,063x + 27232
1400 - R2 = 0,9999

1200~
1000
P
2800 b
600 4
400 4
200 4
a T T T T 1
a0 100

40 60
NDGA {ug/ml)

Figura 6. Curva de calibracion para la cuantificacién de NDGA en muestras de ExA.

La presencia de NDGA fue confirmada por HPLC. EI NDGA presentd un tiempo de retencion de
46 min. Segun el analisis del area bajo la curva la cantidad de NDGA presente en ExA fue de 0,30 g%
de ExA (Figura 7).
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Figura 7. Identificacion y cuantificacion de NDGA en ExA (1:280nm).

Cromatograma de NDGA (testigo) en azul y de EXA en rojo

Asi mismo, se confirmd la presencia de Rutina en ExXA que presento un tiempo de retencién de 31,6
minutos (Figura 8). Segun el analisis del area bajo la curva la cantidad de Rutina presente en ExA fue
de 0,10 g% de ExA (Tabla 3)
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Figura 8. Identificacion y cuantificacion de Rutina en ExA (A
Cromatograma de Rutina estandar (arriba) y de ExA (abajo). Tiempo de retencion 31,6 minutos

Se confirma la presencia de NDGA y Rutina en ExA
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4.1.2. Cuantificacion de flavonoides y polifenoles totales.

Se realizé la determinacién del contenido de polifenoles y flavonoides totales a través de espectro-
fotometria. Cabe destacar que estos son el grupo y subgrupo (respectivamente) de mayor importancia
gue pueden encontrarse en los extractos acuosos. Se adjuntan los resultados en la Tabla 3.

Composicion Fitoguimica de ExA
Cuantificacion g%
NDGA 0,30+ 0,01
Rutina 0,10+ 0,01
Polifenoles totales 10,68 + 0,43
Flavonoides totales 2,46 £ 0,16

Tabla 3. Composicion fitoquimica de ExA.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres determinaciones.

4.1.3. ldentificacion de compuestos por HPLC
4.1.3.1. Método 1: INTI

Una muestra de EXA liofilizado fue enviada al Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de
masas del Centro de Quimica del Instituto Nacional de Tecnologia (INTI) para identificar los dos
picos de mayor intensidad después del NDGA. A continuacion, se muestra el informe recibido:
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Figura 9. Cromatogramas de ExXA

a) Detector UV (280nm), b) TIC (Total lon Chromatogram) de Barrido (100-800) ESI
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En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para los dos picos de interés basados en las
fragmentaciones e informacion hallada en bibliografia por el INTI y en la Figura 10 los esquemas

moleculares:

Tiempo de lon cuasimole- Hijos
- cular Molécula sugerida
retencion (tr) MS m/z MS/MS m/z
9,85 min 303 151, 136, 121 Dihidroquercetina Cy5H1,0;; PM: 304g/mol
10,53 min 273 121, 106 Phloretin CysH.,05 PM: 274 g/mol

Tabla 4. Resultados obtenidos para dos picos principales de ExA

B, Ministerlo de Produccion
= Presidencia de la Nacion

INTI @&

OT N° 82-00070734 Parcial 1

Pagina 5 de 8
[M-H]' 1303 @ior‘
HO (o} N OH

QH: O

m/z:151

[M-H]-: 273

m/z:106

Figura 10. Esquema de las estructuras sugeridas y sus posibles fragmentaciones

a) Dihidroquercetina, b) Phloretin

El método 1 indica la presencia de Dihidroquercetina (Taxifolina, PM: 304g/mol) y Phloretin (fa-
milia Chalcona) (PM: 274g/mol)
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4.1.3.2. Método 2: CIDEC

Por otro lado, el método 2 en modo positivo sugiere la presencia de los siguientes flavonoides:
Rutina, Epicatequina, Quercetina-3-O-arabinopiranosido y Quercetina-3-O-galactosido (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma de ExA en modo positivo para la deteccién de glicésidos flavonoides.
A: testigo de Epicatequina, B: ExA, C: testigo de Quercetina-3-O-arabinopiranosido, D: EXA, E: tes-
tigo de Quercetina-3-0O-galactosido, F: EXA, G: testigo de Rutina, H: EXA.
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En modo negativo, se detecta la presencia de &cido clorogénico, acido cafeico y acido nordihidro-
guayarético (Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma de ExA en modo negativo para la deteccion de &cidos fendlicos.

A: EXA, B: Testigo de Acido Cafeico, C: ExA, D: Testigo de NDGA, E: EXA, F: Testigo de Acido
Clorogénico.
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4.1.4. Composicion nutricional y mineral de ExA.

Para completar el conocimiento del extracto en cuanto a su composicion quimica, se determind la
composicion de nutrientes y minerales. Se adjuntan los resultados en la Tabla 5. Se puede apreciar
que casi el 50% del extracto estd conformado por fibra dietaria y la ausencia esperable de lipidos al
tratarse de una extraccion acuosa.

COMPOSICION NUTRICIONAL [mg/g EXA]

Fibra Dietaria Total 475+ 12
Cenizas 201+£1,0
Carbohidratos 199,0
Proteinas 790,00
Humedad 46,0+ 1,0
Lipidos ND

COMPOSICION MINERAL [ug/g ExA]

Potasio 39.320% 211
Calcio 2.290% 120
Magnesio 161+13
Sodio 14812
Zinc 21 £1
Hierro 101
Cobre 4+0,0

Tabla 5. Composicion nutricional y mineral de ExA.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres determinaciones.
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4.2. Actividad antioxidante general de ExA y NDGA

En primer lugar, se determing la actividad antioxidante general de ExA y NDGA a través de dife-
rentes métodos “in vitro” que permiten evaluar diferentes mecanismos de accion y se calculo las CEsy,
para ponderar la participacion del NDGA en la accidn del extracto. Es decir, si dicha actividad se
debia a la presencia exclusiva de NDGA en el extracto o a la sinergia entre NDGA y otros compues-
tos 0 a la presencia de otros compuestos diferentes al NDGA. Cabe remarcar que en todos los experi-
mentos las concentraciones ensayadas de NDGA corresponden a las concentraciones en que se en-
cuentra presente en el extracto.

4.2.1. Actividad eliminadora de radicales libres.

Este método evalua la capacidad del extracto de reducir radicales libres (en este caso el radical
DPPH) a través de la donacion de electrones. Se ensayaron diferentes concentraciones de EXA,
NDGA y Vitamina C (1000pg/ml) como control positivo antioxidante que mostro una actividad ma-
xima del 83.3%. La respuesta maxima de ExA y de NDGA no difiere significativamente de la res-
puesta de la vitamina C (Figura 13 Ay B).

En ambos casos se observa actividad eliminadora de radicales libres en relacion directa con la con-
centracion. Por otro lado, se determinaron las CEs, de EXA y NDGA, que se muestran en la Figura 13
Tabla inserta. En la concentracién efectiva media de ExA (13,2+1,5 pg/ml) segun cuantificacion por
HPLC hay presente 0,039 pg/ml de NDGA, que present6 una actividad de 13,5 %.
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T T T T 1 0 T T T T T 1
0.1 1 10 100 1000 10000 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

ExA (ug/ml) NDGA (ug/ml)

EXA NDGA

Respuesta Méaxima 75,1% 75,5%
CEsp (ug/ml) 132+15 0,81 £ 0,05**

Figura 13. Actividad eliminadora de DPPH del EXA (A) y NDGA (B).

Los resultados se expresan como la Media = ESM de tres experimentos 0 més realizados por triplica-
do. Ademas, se calcularon los valores de CEx a través del método de Alexander. a,b,c significativa-
mente diferentes entre si de acuerdo a prueba de ANOVA+ Tukey. *p<0.05, **p<0.01 diferencias
significativas entre CEsy de EXA y CEsy de NDGA de acuerdo con la prueba T de Student.

EXA presento actividad eliminadora de radicales libres en relacion con la concentracion y su acti-
vidad se debio a la accion de NDGA y de otros compuestos diferentes al mismo.
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4.2.2. Inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Los siguientes métodos determinan especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) como lo es
el malondialdehido, el cual proviene de la peroxidacion lipidica de acidos grasos. Se emplearon dos
fuentes de lipidos diferentes: el acido linoleico y yema de huevo, rica en fosfolipidos. En ambos casos
los resultados se expresan como inhibicién de la peroxidacion lipidica (formacién de malondialdehido
(%) calculado en relacidn al control).

4.2.2.1. Inhibicion de la formacion de TBARS del acido linoleico

La oxidacion del acido linoleico se desencadeno por calor a 37°C. Se ensayaron diferentes concen-
traciones de ExXA y NDGA observandose inhibicion en la formacion de TBARS en relacion directa
con la concentracion. También se ensay6 Vitamina C como control positivo antioxidante en una con-
centracion de 1000 pg/ml observandose una actividad del 63%.

La respuesta maxima obtenida con el extracto (73%) fue mayor que la respuesta maxima obtenida
con el NDGA (50%)(Figura 14 Ay B). Las CEs, de EXA y NDGA se muestran en la Figura 14 Tabla
inserta. En la concentracién efectiva media de ExA (26,9 2 pg/ml) segun cuantificacion por HPLC
hay presente 0,080 pg/ml de NDGA, que present6 una actividad de 14,1 %.
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Figura 14. Actividad inhibitoria de EXA(A) y NDGA(B) sobre la peroxidacion
del &cido linoleico.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de tres experimentos 0 mas realizados por triplica-
do. Ademas, se calcularon los valores de CEsx, a través del método de Alexander para EXA y NDGA.
a,b,c significativamente diferentes entre si de acuerdo a prueba de ANOVA + Tukey. **p<0.01 dife-
rencias significativas entre CEs, de EXA y CEso de NDGA de acuerdo con la prueba T de Student.

EXA present6 actividad preventiva en la oxidacion de acido linoleico y su actividad se debi6 a la
accion de NDGA y de otros compuestos diferentes al mismo.



RESULTADOS

4.2.2.2. Inhibicidén de la formacion de TBARS de yema de huevo

La oxidacion de los fosfolipidos de la yema de huevo se desencadeno en presencia de sulfato de
hierro a 37°C. Se utilizo butilhidroxitolueno (BHT) como control positivo antioxidante en una con-
centracion de 10mg/ml con una actividad de 58,8% de inhibicion.

El EXA presenté una inhibicidn significativa de la formacion de TBARS de yema de huevo en
relacion directa con la concentracion. EI NDGA también inhibio la formacion de TBARS, pero sin
guardar relacion significativa con las concentraciones, por otro lado, los porcentajes de inhibicién
fueron muy bajos del orden del 4-22% (Figura 15 A 'y B). Por cuestiones técnicas referentes al método
no se pudo aumentar las concentraciones de EXA y NDGA hasta lograr la respuesta méaxima, por lo
tanto, para el calculo de CEs, se consider6 una hipotética inhibicién maxima del 100%.

En la concentracion efectiva media de ExA (1296,6 + 100) segun cuantificacion por HPLC hay
presente 3,90 pug/ml de NDGA, que presentd una actividad de 7,75%.
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Figura 15. Inhibicién de la peroxidacion lipidica de yema de huevo por ExA (A) y NDGA (B).

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres experimentos o0 mas realizados por triplica-
do. Ademas, se calcularon los valores de CEs, a través del método de Alexander. a,b,c,d significati-
vamente diferentes entre si de acuerdo con la prueba de ANOVA + Tukey.

EXA presentd actividad preventiva en la oxidacion de fosfolipidos del huevo y su actividad se debié
a la accion de NDGA en sinergia con otros compuestos
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4.2.3. Interferencia con metales (Poder reductor)

Como puede observarse en la Figura 16 A, EXA present6 actividad reductora de metales en funcion
directa con las concentraciones, mientras el NDGA presentd un efecto casi despreciable. Se considera
una absorbancia de 2 como el maximo a considerar sin cometer errores de lectura, por lo que 2 fue
considerada la respuesta maxima de ExA. En la hipotética concentracion efectiva media de ExA
(250+10 pg/ml) segun cuantificacion por HPLC hay presente 0,75 pg/ml de NDGA, que casi no pre-
sento actividad.
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Figura 16. Determinacién del Poder Reductor de metales de ExXA y NDGA.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de tres experimentos 0 mas realizados por triplica-
do. Ademas, se calcul6 el valor de CEs a través del método de Alexander. a,b,c,d significativamente
diferentes entre si de acuerdo con la prueba de ANOVA + Tukey.

EXA present6 actividad reductora de metales y su actividad se debi6 a compuestos diferentes al
NDGA.

4.2.4. Actividad inhibidora de AGE’s

En este caso se evalud la accién inhibitoria del EXA y NDGA ante la formacién de los Productos
de Glicacion Avanzada (AGE’s). La produccion endégena de dichos productos se ve incrementada en
circunstancias de estrés oxidativo como pueden ser las enfermedades metabodlicas y segun el tipo de
coccion los alimentos pueden ser fuentes de AGE’s exdgena. Dado que la dieta es una de las fuentes
mas importantes de AGE’s se adapt6 el método usando huevo procesado por fritura en aceite como
sustrato de la glicacion. Se cuantificaron los AGE’s totales en ausencia (control positivo de oxidacion)
y presencia de ExA (100, 1000 y 10000 pg/ml) y 30 pg/ml de NDGA.

Podemos observar que ExA fue capaz de disminuir significativamente la formacion de los produc-
tos de glicacion en el huevo sin guardar una relacion directa con las concentraciones. Por otro lado, el
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NDGA, ensayado en la concentracion presente en 10000 pg/ml de EXA, produjo una disminucion no
significativa respecto al control (Figura 17 B). La Figura 17 A muestra la curva de calibracion (reali-
zada a partir de las absorbancias de concentraciones conocidas de AGE’s), utilizada para calcular las
concentraciones de AGE’s y su coeficiente de correlacion.
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Figura 17. Efecto preventivo de EXA y NDGA sobre la formacion de AGE’s en huevo procesado.

Los valores de AGE’s totales fueron calculados por interpolacién en la curva de calibracion, utilizan-
do un KIT de ELISA competitivo directo (A). Los resultados corresponden a la Media + ESM de tres
determinaciones valoradas por triplicado. ** p<0,01 diferencias significativas respecto al control se-
gun prueba estadistica de ANOVA+ Dunnett.

EXA presento actividad preventiva en la formacion de AGES y su actividad se debi6 en parte al
NDGA, pero en sinergia con otros compuestos.

4.2.5. Actividad simil enzimas antioxidantes.

Con esta metodologia se evalu6 la capacidad de ExA para simular la actividad del sistema antioxi-
dante enzimatico conformado por SOD, CAT y Px. Este sistema es el responsable de la ruta de detoxi-
ficacion del anién superéxido y del peréxido de hidrogeno originados durante el metabolismo, como
se comento en la introduccion.

El extracto present6 actividades simil enzimaticas Px, CAT y SOD. Como se puede observar en la
Figura 18 A, EXA present6 actividad simil SOD mostrando dos efectos maximos, uno a bajas concen-
traciones (1 pg/ml) y otro a altas (1000 pg/ml). Ademas, present6 actividad CAT en relacion directa
con las concentraciones ensayadas y alcanzando una actividad maxima con la concentracién de 100
pg/ml (Figura 18 C), mientras que la actividad Px del extracto también guard6 una relacion directa
con las concentraciones estudiadas, pero a partir de los 10pg/ml (Figura 18 E).

Por otro lado, se estudi¢ esta actividad especifica con NDGA. Este compuesto presenté una res-
puesta bifésica en relacion con la actividad SOD donde concentraciones bajas produjeron oxidacion
de la adrenalina (de ahi los valores negativos de actividad SOD), mientras que concentraciones mayo-
res, presentaron actividad enzimética en relacion directa con la concentracién (Figura 18 B).

También, el NDGA present6 actividad simil CAT en relacion directa con concentraciones bajas y
en relacion inversa con concentraciones mas altas, logrando de esta forma una respuesta méxima con
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la concentracién de 0,5 pg/ml (Figura 18 D). En cuanto a la actividad Px, el NDGA ejercio actividad
simil Px en concentraciones mayores de 1 pug/ml, a partir de esta concentracion se observo un efecto
relacionado en forma directa con las concentraciones (Figura 18 F)
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Figura 18. Actividad enzimatica “per se” del ExA y NDGA.

Actividad simil Peroxidasa (A y B), simil Catalasa (C y D) y simil Superéxido Dismutasa (E y F). Los
resultados corresponden a la Media = ESM de tres determinaciones valoradas por triplicado. a,b,c
significativamente diferentes entre si de acuerdo a prueba de ANOVA + Tukey.

Con respecto a la actividad SOD, ExA present6 dos respuestas maximas. Una a 1 pg/ml, con una
respuesta maxima de 1,6 U/ml, donde la concentracion de NDGA presente en EXA es de 0,003 pg/ml
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y presenta efecto prooxidante. Por lo tanto, el NDGA no seria el compuesto involucrado en la activi-
dad SOD de ExA para esa concentracion. En la concentracion de 1000 pg/ml, EXA presento otra acti-
vidad méaxima(2 U/ml) y la concentracion de NDGA presente en esa concentracion de ExA fue de 3
pg/ml que solo produjo una actividad de 0,5 U/ml.

1 pg/ml ExA 1,6 U/ml (respuesta maxima)
1L
0,003 pg/ml NDGA pro-oxidante
1000 pg/ml ExA 2 U/ml (respuesta maxima)
g
3 ug/ml NDGA 0,5 U/ml

EXA presento actividad simil SOD y el NDGA podria estar involucrado juntamente con otros com-
puestos en esta respuesta.

Para la actividad CAT, la concentracion de 100 pg/ml de EXA produjo una actividad de 1,06 U/ml
(respuesta méaxima).La cantidad de NDGA presente en esa concentracion (0,3 pg/ml) produjo una
actividad de 5,5 U/ml.

1000 pg/ml EXA 1,06U/ml (respuesta méaxima)
3 ng/ml NDGA 5,5 U/ml

EXA presento actividad simil CAT y el NDGA es el compuesto responsable pero ademas el extracto
presenta otros compuestos que podrian oponerse a este efecto

Para la actividad Px, la concentracién de 1000 pg/ml de ExA produjo una actividad de 15 x 10™
U/ml (respuesta maxima) y la cantidad de NDGA presente en esa concentracion (3 pg/ml) produjo
una actividad de 5 x 10 U/ml.

1000 pg/ml ExA 15 x 10" U/ml (respuesta maxima)
3 ug/ml 5x10* U/ml

EXA present6 actividad simil Px y el NDGA y otros compuestos serian los responsables de la mis-
ma.
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4.2.6. Efecto sobre la activacion de enzimas antioxidantes

Se estudid también el efecto de EXA y NDGA sobre la velocidad de eliminacion de H,0, (Px y
CAT) y sobre la velocidad de la inhibicion de oxidacion de la adrenalina (SOD) “in vitro” enfrentado
una concentracion de ExA (500 pug/ml) y la correspondiente concentracion de NDGA (1,5 pug/ml) con
concentraciones fijas de enzimas Px, CAT y SOD estandar en presencia de diferentes concentraciones
de sustrato (H,O, o adrenalina).También se analiz6 el efecto de ExA (500 pg/ml) y NDGA (1,5
pag/ml) sobre diferentes concentraciones de enzimas en presencia de una concentracion establecida de
los sustratos.

Tanto ExA como el NDGA fueron capaces de aumentar la velocidad méxima de eliminacion del
H,O, ejercida por la peroxidasa estandar (Figura 19 A). En la Figura 19 B se puede ver que tanto el
extracto como el NDGA pudieron aumentar la velocidad de eliminacion del H,O, de diferentes activi-
dades de la misma.
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Figura 19. Efecto de ExXA y NDGA sobre la velocidad méxima de eliminacion del H,O, de per-
oxidasa estandar.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de tres determinaciones realizadas por triplicado.
*p<0,05; **p<0,01 diferencias significativas con respecto a Px (sola) segin ANOVA + prueba de
Dunnett.

Cuando se analizo el efecto del extracto y del NDGA sobre la actividad SOD, se vio que, nueva-
mente el extracto (500 pg/ml) y el NDGA (1,5 pg/ml) aumentaron significativamente la velocidad
maxima en la inhibicion de la oxidacion de la adrenalina (Figura 20 A). Mas aun, tanto el extracto
como el NDGA fueron capaces de aumentar la actividad inhibitoria de la oxidacion en presencia de
diferentes actividades de enzima estandar (Figura 20 B).
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Figura 20. Efecto de ExA y NDGA sobre la velocidad méaxima de inhibicion de la oxidacion de
adrenalina de SOD estandar.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres determinaciones realizadas por triplicado.
*p<0,05; **p<0,01, diferencias significativas con respecto a SOD (sola), seguin ANOVA + prueba de
Dunnett.

Por altimo, con respecto a la actividad CAT, tanto el extracto como el NDGA disminuyeron la
velocidad maxima de eliminacion del H,O, (Figura 21 A). Ademas, ambos fueron capaces de dismi-
nuir la eliminacion del H,O, en presencia de diferentes actividades enziméticas de Catalasa estandar
(Figura 21 B).
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Figura 21. Efecto del extracto y del NDGA sobre la velocidad méxima de eliminacion del H,O,
de catalasa estandar.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres determinaciones realizadas por triplicado.
*p<0,05; ** p<0,01, diferencias significativas con respecto a CAT (sola), segun ANOVA + prueba de
Dunnett.

ExA aumento significativamente la velocidad méxima de Px y SOD estandar mientras que dismi-
nuyo la velocidad méxima de CAT. EI NDGA seria el responsable de la accion sobre SOD y sobre
la CAT, pero otros compuestos también estarian involucrados en la accion sobre Px.
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4.2.7. Actividad protectora de lipoproteinas plasméticas

Dado que el estrés oxidativo desencadena la oxidacién de lipidos y proteinas y que se demostré la
proteccion sobre los lipidos, se decidi6 estudiar el efecto antioxidante de ExA y NDGA sobre las li-
poproteinas plasmaticas debido a la importancia de las mismas durante la aterogénesis. Para estos
ensayos se purifico HDL y LDL de suero humano por ultracentrifugacion diferencial y se enfrentd a
la HDL a radicales libres hidrosolubles (AAPH) y a un generador de peroxinitritos (SIN-1); y a la
LDL a oxidacion inducida por CuSQO,.

4.2.7.1. Efecto de EXA y NDGA sobre la funcién antioxidante de HDL ante estrés oxidativo y
nitrosativo inducido.

Para evaluar la funcionalidad de la HDL ante estas circunstancias se determind la actividad de la
enzima Paraoxonasa-1. Esta enzima esta asociada a la HDL y tiene accion antioxidante sobre la LDL
por lo que juega un papel central en la regulacion de la aterogénesis.

En la figura 22A se puede observar que el AAPH disminuyé significativamente la actividad PON-
1y que tanto ExA como NDGA no fueron capaces de revertir significativamente el efecto de AAPH.

En la figura 22B se observa que SIN-1 también disminuyd la accion PON-1 y que solo las concen-
traciones mas bajas de ExXA y NDGA logran revertir este efecto.
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Figura 22. Efecto protector de EXA y NDGA sobre HDL ante estrés oxidativo (A) y nitrosativo
(B) inducido.

N: NDGA. Las concentraciones de ExA y NDGA se expresan en pg/ml. La actividad PON-1 fue de-
terminada por la capacidad de la enzima de catalizar la hidrélisis del fenilacetato. Los resultados re-
presentan la Media + ESM de tres 0 mas experimentos, realizados por triplicado. **p<0.01 diferencias
significativas respecto al BASAL segiin ANOV A+ Prueba de Dunnett. #p<0.05, ##p<0.01; diferen-
cias significativas respecto a AAPH (A) o SIN-1 (B) segun ANOVA+ Prueba de Dunnett.

Concentraciones bajas de EXA revirtieron la disminucion de la actividad PON-1 de la HDL provo-
cada por SIN-1. EI NDGA estaria involucrado en la accion de las concentraciones mas bajas del
extracto.



RESULTADOS

4.2.7.2. Efecto de EXA y NDGA sobre la estructura de HDL ante estrés nitrosativo inducido por
SIN-1

Para analizar la posible causa de la disminucion de la actividad PON-1 generada por SIN-1 se
realizd una corrida electroforética en SDS-PAGE segin Laemmli de la HDL en ausencia (Control) y
presencia de SIN-1, EXA y NDGA seguida de un inmunoblotting con anticuerpos anti-ApoAl para
analizar la integridad de esta apoproteina (componente fundamental de la HDL).

En la siguiente figura se observa que efectivamente el SIN-1 modifica el perfil electroforético de la
HDL provocando la aparicién de nuevas bandas comparado con el control. Al analizar el inmunoblott
se desprende que esas bandas corresponden a la ApoA-1 pero, teniendo en cuenta el peso molecular,
corresponderian a dimeros y trimeros de la misma. Las dos concentraciones ensayadas de ExA logran
disminuir la intensidad de estas bandas mientras que el NDGA solo lo logra en su concentracién mas
alta.

HDL X X X X X X
SIN-1 (20uM) | - X | X X X X
EXA (Lg/ml) - - 0.1 1 - -
NDGA (Ug/ml) | - - - - 0.0003 | 0.003

A AL

- - 4 Trimeros

-~ » o Dimeros

28—> ‘..“ 4 Apo Al

Figura 23. Efecto de ExA y NDGA sobre la estructura de HDL ante estrés nitrosativo inducido
por Westernblot.

Realizado en un gel de 4-20% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y posterior transfe-
rencia a una membrana de PVDF a 15 V por 35 minutos. Para la deteccion de ApoA-1 se utilizaron
anticuerpos conjugado con HRP (Anti-ApoA-1 (HRP), 1:1.000 en 10% de NCS). Luego los blots
fueron incubados con el reactivo ECL PLUS, desarrollados y escaneados en un scanner quimiolumi-
niscente; y procesados con el software Image Studio.

ExA disminuyo la formacion de dimeros y trimeros de la ApoA-1 durante la nitracién de la HDL
con SIN-1. EI NDGA seria uno de los compuestos involucrados en esta accion.
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4.2.7.3. Efecto de ExA y NDGA ante la oxidacion de LDL inducida por Cu*”

En este caso, se determino la formacién de TBARS en la LDL en presencia de CuSO, y se analizé
el efecto protector de la lipoperoxidacién de ExA y NDGA.

En la figura 24 se observa que el Cu™ aument6 significativamente la produccion de TBARS y que
EXA revertio este fendmeno en las concentraciones de 0.1 y 1 pg/ml, llegando a los niveles basales
con la concentracion mas baja. Por su parte el NDGA, demostr6 una respuesta bifésica logrando re-
vertir el aumento de TBARS provocado por Cu™ con la concentracion mas baja y la mas alta.
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Figura 24. Efecto de EXA y NDGA sobre la formacién de TBARS en LDL sometida
a oxidacion con Cu™".

Las concentraciones de ExXA y NDGA se expresan en pg/ml. Los resultados se expresan como la Me-
dia + ESM de tres experimentos o mas realizados por triplicado. ****p<0.0001 diferencias significa-

tivas respecto al BASAL segiin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0.05, ##p<0.01; diferencias signifi-
cativas respecto a Cu™* segin ANOVA+ Prueba de Dunnett.

EXA revirtio el aumento en la formacion de TBARS en LDL causado por Cu++ en relacién inversa
con su concentracion. El NDGA estaria involucrado en la actividad de las concentraciones mas
bajas del extracto
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4.3. Actividad antioxidante sobre Macrdfagos bajo estrés oxidativo inducido por glucosa.

Después de haber comprobado la actividad antioxidante de EXA y NDGA en modelos no biologi-
cos se decidio corroborar esta actividad en modelos bioldgicos en presencia de estresores oxidantes
fisioldgicos como la glucosa. Por lo tanto, se comenzo estudiando los efectos de EXA y NDGA en
presencia de diferentes concentraciones de glucosa sobre una linea de macrofagos (RAW 264.7), te-
niendo en cuenta la importancia de estas células en fendmenos inflamatorios de patologias que cursan
con estrés oxidativo.

4.3.1. Efecto de EXA y NDGA sobre la proliferacion celular.

Con el fin de elegir la concentracion de glucosa que pudiera afectar la proliferacidn de los macro-
fagos para luego estudiar el efecto de ExXA y de NDGA bajo estas condiciones, los macrofagos fueron
cultivados en presencia de concentraciones crecientes de glucosa: 5,5 (Basal), 11, 55y 110 mM, eva-
ludndose la proliferacion celular por la técnica de MTT.

Se puede observar en la Figura 25 que la glucosa disminuyé significativamente la proliferacion
celular en las concentraciones de 11, 55 y 110 mM. Los valores obtenidos con glucosa 55 y 110
mM no fueron significativamente diferentes entre ellos, por lo tanto, se decidi6 analizar el efecto
de ExA y NDGA en presencia de las concentraciones de 11y 55 mM.
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Figura 25. Efecto de la glucosa sobre la proliferacion de macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas 24hs en presencia de las diferentes concentraciones de glucosa. Los
resultados representan la Media £ ESM de tres 0 mas experimentos, realizados por triplicado.
*p<0,05; **<0,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto al Basal (sin glucosa agregada) se-
gun ANOVA+ Prueba de Dunnett.

Por otro lado, se analizé el efecto de ExA y NDGA sobre la proliferacion de macréfagos en condi-
ciones basales y en presencia de las concentraciones de glucosa seleccionadas en el experimento ante-
rior y que fueron capaces de modificar la proliferacion celular. Las concentraciones de ExA ensayadas
(0,1; 1 y 10 pg/ml) no modificaron la proliferacion en condiciones basales (Figura 26A) pero en pre-
sencia de glucosa 11 y 55 mM, ExA fue capaz de revertir la disminucion de la proliferacion, inducida
por ambas concentraciones de glucosa. Con la concentracion de 0,1 pg/ml de ExA la reversion fue
significativa y correspondid a un 30% en presencia de glucosa 11 mM y un 46% en presencia de glu-
cosa 55 mM. Si bien se observo una tendencia a revertir el efecto de glucosa 11 mM con las concen-
traciones de 1 pg/ml de ExA, solo fue significativo el efecto en presencia de glucosa 55 mM.
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Por su parte, el NDGA disminuyd la proliferacion celular basal, en todas las concentraciones pre-
sentes en el extracto (Figura 26B) y fue solo capaz de revertir el efecto de glucosa 11 mM, en la con-
centracion de 3x10™pg/ml, de forma significativa.
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Figura 26. Efecto de EXA (A) y NDGA (B) en la respuesta de la glucosa sobre la proliferacion de
macrdéfagos RAW.

Las células fueron incubadas durante 24hs. Los resultados representan la Media + ESM de tres 0 mas
experimentos, realizados por triplicado. Se expresa ademas el porcentaje de aumento de proliferacion
sobre la barra, cuando corresponde. *p<0,05; ** <0,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto
a cada concentracion de glucosa (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; ###<0,001 dife-
rencias significativas respecto al Basal (0) segin ANOV A+ Prueba de Dunnett.

EXA logro revertir el efecto de inhibicién de la proliferacion celular inducida por ambas concen-
traciones de glucosa. Por su parte, el NDGA inhibi6 la proliferacion en condiciones basales y solo
logré revertir el efecto ante un aumento moderado de glucosa. Otros compuestos diferentes al
NDGA estarian involucrados en el efecto de ExA

4.3.2. Efecto de ExXA y NDGA sobre la produccion de éxido nitrico.

Dado que el éxido nitrico esta involucrado en el control de la proliferacion celular y ademas es una
especie reactiva del nitrégeno relacionada con el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial, se anali-
zaron los efectos de ExXA y NDGA sobre los niveles de ON en presencia de diferentes concentraciones
de glucosa para estudiar su participacion en los efectos mostrados sobre la proliferacién celular.

En la Figura 27 se observa que la glucosa aumenté significativamente los niveles de ON en las
concentraciones en las que disminuyd la proliferacion celular.

Por otra parte, en condiciones basales, EXA no modifico significativamente los niveles de ON (Fi-
gura 28A), pero revirtio significativamente el aumento en los niveles de ON inducidos por glucosa 11
y 55 mM, en todas las concentraciones ensayadas. EI NDGA en condiciones basales aumento los ni-
veles de ON en la concentraciéon de 0,03 pg/ml, mientras que todas las concentraciones ensayadas
revirtieron significativamente el aumento en los niveles de ON inducidos por glucosa 11 y 55 mM.
Este efecto guard6 una relacion inversa con las concentraciones evaluadas.
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Figura 27. Efecto de la glucosa sobre la produccién de 6xido nitrico de macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas 24 hs en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. Los resul-
tados representan la Media £ ESM de tres 0 mas experimentos, realizados por triplicado. *p<0,05;
**<(,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto al Basal (sin glucosa agregada) segin ANO-
VA+ Prueba de Dunnett.
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Figura 28. Efecto ExXA (A) y NDGA (B) en la respuesta de la glucosa sobre la produccion de ON
en macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas durante 24hs. Los resultados representan la Media + ESM de tres 0 mas

experimentos, realizados por triplicado. Se expresa ademas el porcentaje de disminucién, sobre la
barra, cuando corresponde. *p<0,05; ** <0,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto a cada
concentracién de glucosa (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; ###<0,001 diferencias
significativas respecto al Basal (0) segin ANOV A+ Prueba de Dunnett.

Tanto ExA como NDGA revirtieron el aumento en la produccion de ON provocado por la glucosa.
En este caso este efecto fue mayor con el NDGA que con ExA. Por lo tanto, el NDGA es uno de los
compuestos involucrados en la accion del extracto y otros compuestos presentes en ExXA estarian
contrarrestando la actividad del NDGA.
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4.3.3. Efecto de EXA y NDGA sobre la produccion de ERO?’s.

La produccion de ERO’s fue determinada por citometria de flujo bajo ambas concentraciones de
glucosa y en condiciones basales ya que podria estar involucrada en la disminucién de la proliferacion
celular. Se evidencio un aumento significativo de estas especies ante el agregado de glucosa en el
medio de cultivo celular. Ademas, se observé que la concentracion de 1ug/ml ExA (Fig.29A) fue
capaz de revertir el efecto de la glucosa 55 mM, en forma significativa; mientras disminuy6 levemen-
te el efecto de glucosa 11 mM, en forma no significativa. Por otro lado, la concentracion relativa de
NDGA (0.003ug/ml) potencio el efecto de la glucosa (Fig. 29B).
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Figura 29. Efecto de la glucosa y EXA (A) y NDGA (B) sobre la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ERO’s) en macrofagos RAW.

Las células fueron incubadas 24 hs. Los resultados representan la Media £ ESM de tres 0 mas expe-
rimentos, realizados por triplicado. *p<0,05; diferencias significativas respecto a cada concentracion
de glucosa (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; diferencias significativas respecto al
basal (0) segin ANOV A+ Prueba de Dunnett.

EXA, en su concentracion de 1ug/ml, logro revertir el aumento de la produccién de ERO’s provo-
cado por la glucosa (55mM). EI NDGA no estaria involucrado en esta accion.
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4.3.4. Efecto de EXA y NDGA sobre la produccion de TBARS.

Dado que las especies reactivas al acido tiobarbiturico, como el malondialdehido, son marcadores
finales de la peroxidacion de los fosfolipidos de membrana, que afectan la proliferacion celular, se
analizo el efecto de la glucosa, ExA 'y NDGA sobre la produccion de las TBARS.

Se puede observar en la Figura 30 que el aumento de glucosa en el medio de cultivo produjo un
aumento de los niveles de TBARS. Ambas concentraciones de ExA revirtieron, solamente, el efecto
de glucosa (11mM). EI NDGA no modific6 significativamente la produccion de TBARS en las con-
centraciones ensayadas, ante ninguna concentracion de glucosa.
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Figura 30. Efecto de la glucosa y ExA (A) y NDGA (B) sobre la produccion de especies reactivas
del Acido Tiobarbitarico (TBARS) en macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas 24 hs. Los resultados representan la Media £ ESM de tres 0 mas expe-
rimentos, realizados por triplicado. *p<0,05; diferencias significativas respecto a cada concentracién
de glucosa (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; diferencias significativas respecto al
basal (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett.

Las concentraciones ensayadas de ExA revirtieron el aumento en la produccion de TBARS induci-
do por glucosa 11mM. EI NDGA no estaria involucrado en esta accién.
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4.3.5. Efecto de ExA y NDGA sobre la produccion de TNF-a.

TNF-a pertenece al grupo de las citoquinas liberadas por las células del sistema inmune, que esti-
mulan la fase aguda de la reaccion inflamatoria. La liberacion de TNF-a produce, entre otras acciones,
la liberacion de ON en el endotelio vascular. Por ello, se analizaron los efectos de EXA y NDGA
sobre los niveles de TNF-a ante una elevada concentracion de glucosa para estudiar su relacion con
las actividades mostradas anteriormente.

En la figura 31 se puede observar el incremento en la produccion de TNF-a en condiciones de
elevada glucosa (55mM). Por su parte, EXA (Fig.31A) potencio dicho efecto en la concentracion mas
baja, pero lo revirtié en la concentracion mas elevada. EI NDGA no muestra efectos significativos
sobre la produccion de TNF-o (Fig.31B), ni en condiciones basales ni en presencia de glucosa.
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Figura 31. Efecto de la glucosa y ExA (A) y NDGA (B) sobre la produccion del factor de
necrosis tumoral (TNF-a) en macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas 24 hs. Los resultados representan la Media + ESM de tres 0 mas expe-
rimentos, realizados por triplicado. *p<0,05; **<0,01; diferencias significativas respecto a cada con-
centracion de glucosa (0) segin ANOV A+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; diferencias significativas
respecto al Basal (0) ANOVA+ Prueba de Dunnett.

EXA present6 una respuesta bifasica ante el aumento de la produccion de TNF-a inducido por
glucosa que no se corresponde con su contenido de NDGA.
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4.3.6. Efecto de ExA y NDGA sobre la produccién de Glutation reducido.

A continuacién, se determind la produccion de GSH en los macréfagos ante la presencia de gluco-
sa en el medio y se evaluo el efecto de EXA y NDGA bajo esta condicion.

En la figura 32 se puede observar que la produccion de GSH disminuyé ante un incremento mode-
rado de glucosa (11mM). También, se observa que ambas concentraciones de EXA aumentaron dicha
produccién en condiciones basales y que la concentracién méas baja de ExA revirti6 los efectos de la
glucosa. Por su parte, el NDGA no modificé la produccion basal, aunque revirtid el efecto de la glu-
cosa 11mM en las dos concentraciones ensayadas y el de la glucosa 55mM en su concentracion mas

alta.
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Figura 32. Efecto de la glucosa, EXA (A) y NDGA (B) sobre la produccion de Glutation reducido
(GSH) en macréfagos RAW.

Las células fueron incubadas 24 hs. Los resultados representan la Media £ ESM de tres 0 mas expe-
rimentos, realizados por triplicado *p<0,05; **<0,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto a
cada concentracion de glucosa (0) segin ANOV A+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; diferencias signifi-
cativas respecto al basal (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett.

EXA aumento la produccién de GSH en condiciones basales y revirtio la disminucién de los niveles
de GSH producidos por alta glucosa. EI NDGA pareceria estar involucrado en este efecto.
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4.3.7. Efectos sobre la citotoxicidad generada por estrés inducido por SIN-1y AAPH.

Teniendo en cuenta los resultados observados en presencia de glucosa, a continuacion se determind
el efecto de ExA y NDGA sobre la citotoxicidad de los macréfagos cuando son enfrentados a distintos
estresores. Para ello se cultivaron las células en presencia de un estresor nitrosativo (SIN-1), un estre-
sor oxidativo (AAPH) y una combinacion de ambos.

En la figura 33, se observa que las tres condiciones aumentaron la citotoxicidad en los macréfagos
con respecto al basal. La citotoxicidad producida por AAPH fue el doble que la producida por SIN-1.
En condiciones basales, ExA (Fig.33A) disminuyd la citotoxicidad en concentraciones altas. Ante la
presencia de los agentes estresores, todas las concentraciones de EXA revirtieron significativamente el
efecto de estos, siendo mas marcada la reversion cuando el SIN-1 se encontraba presente. Por su par-
te, la concentracion mas baja de NDGA (Fig.33B) aumentd la citotoxicidad en condiciones basales y
solo logré revertir el efecto del SIN-1 y de la combinacion de SIN-1 'y AAPH.
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Figura 33. Efecto de ExA (A) y NDGA (B) sobre la citotoxicidad producida por SIN-1y AAPH .

SIN-1: 20uM, AAPH:12.5uM. Las células fueron incubadas 24 hs. Los resultados representan la Media £+ ESM
de tres 0 mas experimentos, realizados por triplicado. **p<0.01, ***p<0,001, ****p<0.0001; diferencias signi-
ficativas respecto a cada concentracion de glucosa (0) segun ANOV A+ Prueba de Dunnett. ###p<0.001,
#####p<0,0001; diferencias significativas respecto al basal (0) segin ANOVA+ Prueba de Dunnett.

EXA logré revertir la citotoxicidad inducida por SIN-1y AAPH. El NDGA estaria involucrado en
la reversion del efecto provocado por estrés nitrosativo
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4.4. Estudio de la actividad antioxidante de ExA y NDGA en glandulas submandibulares de
rata.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, en los que se demostro que ExA y NDGA presenta-
ron accion antioxidante en modelos in vitro y de cultivo celular, se plante6 si serian capaces de modu-
lar la actividad antioxidante de un sistema bioldgico en presencia de estrés oxidativo inducido por la
administracion de STZ en ratas. Se eligio hacer el estudio sobre glandulas submandibulares de ratas,
por la importancia que presentan las mismas, a través de su actividad antioxidante, en el control de la
salud bucal. A modo de control se evalu6 en primera instancia el efecto de ExA y NDGA sobre para-
metros oxidativos y no oxidativos de glandulas submandibulares de ratas hembra controles, incubadas
en presencia de estos. Ademas, este ensayo permitié la eleccién de las concentraciones de EXA y
NDGA para su evaluacion ante el insulto oxidativo.

4.4.1. Efectos del EXA y NDGA sobre parametros oxidativos en glandulas de ratas normales.

4.4.1.1. Efecto sobre especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

En primer lugar, se estudio el efecto de diferentes concentraciones de EXA y NDGA sobre las es-
pecies reactivas del oxigeno (H,0,, O,") y del nitrégeno (ON), en las glandulas submandibulares de
ratas hembra control.

Se puede observar en la Figura 34 que el extracto disminuy6 las concentraciones de H,O, en forma
significativa con las concentraciones de 100, 500 y 1000 pg/ml. La concentracion de 100 pg/ml pro-
dujo la mayor disminucién. En cuanto al O,", el extracto produjo aumento con la concentracion de
100 pg/ml, mientras una disminucion significativa fue observada con la concentracién de 500 y 1000
pag/ml (Figura 34 C). Con respecto al ON, ninguna concentracion de extracto modificd los niveles en
forma significativa (Figura 34 E).

En cuanto al NDGA, el mismo fue estudiado en las concentraciones presentes en las concentra-
ciones ensayadas del extracto. EI NDGA disminuy® los niveles de H,0, y O, con la concentracion
1,5 pg/ml, mientras que con la concentracion de 3,41 pg/ml disminuyd los niveles de H,O,y aumento
los niveles de O, (Figura 34 B y D). Los niveles de ON fueron disminuidos significativamente por
concentraciones bajas de NDGA (0,084 y 0,17 pg/ml) (Figura 34 F). La disminucion del H,0O, por 1,5
pHg/ml de NDGA fue mayor que la ejercida por 500ug/ml del extracto (37.9% y 23.3% respectivamen-
te, *p< 0,05) (Figura 34 Ay B).
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Figura 34. Efecto de EXA y NDGA sobre las especies reactivas del oxigeno (H,O,: Ay B;
0O,": Cy D; ON: EyF) en glandula submaxilar de rata normal.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres o cuatro determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p<0,01 diferencias significativas respecto al valor basal de acuerdo a ANOVA

+ prueba de Dunnett.

EXA fue capaz de disminuir los niveles de H,0,y 02" en relacion con la presencia de NDGA.

4.4.1.2. Efecto sobre la peroxidacion lipidica y oxidacién de proteinas.

Luego se estudi6 el efecto de ExA y del NDGA sobre la oxidacién de lipidos y proteinas. Se puede
observar en la Figura 35 Ay C que las concentraciones de 500 y 1000 pg/ml de EXA disminuyeron la
oxidacion basal de lipidos y de proteinas. EI NDGA también disminuyé la oxidacion basal tanto de
lipidos como de proteinas en casi todas las concentraciones probadas (Figura 35 B y D). Sin embar-
go, el efecto sobre la oxidacion de proteinas fue menor que el ejercido por EXA (NDGA 1.55ug/ml=

10.1%; EXA 500pg/ml= 52.2%; p<0,05).
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Figura 35. Efecto del extracto y NDGA sobre la oxidacion de lipidos (A 'y B) y proteinas en
glandulas submandibulares de ratas normales (C y D).

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres o cuatro determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p<0,01 diferencias significativas respecto al valor basal de acuerdo a ANOVA
+ prueba de Dunnett.

EXA disminuyo la oxidacion de proteinas y la formacion de MDA en relacion a la presencia de
NDGA y otros compuestos presentes.
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4.4.2. Efecto de EXA y NDGA sobre parametros antioxidantes en glandulas de ratas normales

4.4.2.1. Sobre sistemas enzimaticos glandulares

Seguidamente se estudio el efecto de EXA y del NDGA sobre los niveles de actividad de las enzi-
mas antioxidantes Px, CAT y SOD en las glandulas normales. Se puede observar en la Figura 36 A
gue el extracto aumentd significativamente la actividad Px en la concentracion de 500 y 1000 pg/ml,
mientras que las mismas concentraciones disminuyeron la actividad CAT y SOD (Figura 37 C y E).
La disminucion de la actividad CAT se vio también con la concentracion de 100 pg/ml (Figura 37, C).

El NDGA también aumentd la actividad Px en las concentraciones de 1,55y 3,41 pg/ml (Figura 37
B), pero el efecto fue menor que el del EXA (p<0.05). Con respecto a la actividad CAT, el NDGA
produjo una respuesta bifésica, la que se tradujo en una disminucién de la actividad con concentracio-
nes bajas (0,17, 0,34, 1,55 pg/ml) y aumento de la misma con la concentracién de 3,41 ug/ml (Figura

37 F). Por otro lado, el NDGA disminuyo la actividad SOD en casi todas las concentraciones ensaya-
das (Figura 37, D).

A C E
12+
0.0251 o 551
_ * Il et 504
g 0.0201 o 5 3 457
i3 02 8 " B3 40
7.3 0015 R 02 359
T 5o 6 . BS 20
2 20010 >2 . 2 o 551
Q b . == r
<< 3§ BN
20,0054 2, 25 159
1 < 104
0.000- 0 g
97> N § & & Basal 10 50 100 500 1000 Basal 25 50 100 500 1000
& S SN
BXA (ug/mi) ExA (ugimi) EXA (ugiml)
B D F
0.0251
< ©
3 0.0201 8 S 3
X3 ¥ g2
5 § 0015 3 3
o o 22
S > >3
g oo - 5
2 £ *k <35 <35
20.0054 = <
0.0004 : ?
Basal 0084 017 034 155 341 Basal 0,084 017 034 155 341 Basal 0084 017 034 155 341
NDGA (ug/ml) NDGA (ug/ml) NDGA (ug/ml)

Figura 37. Efecto del extracto y NDGA sobre las enzimas antioxidantes (Px, SOD y CAT) en
glandulas submandibulares de ratas normales.

Los resultados representan la actividad enzimética total y se expresan como la Media £ ESM de tres
0 cuatro determinaciones realizadas por duplicado. *p< 0,05, **p<0,01 diferencias significativas res-
pecto al valor basal de acuerdo a ANOVA + prueba de Dunnett.

ExA aument6 la actividad Px en relacion al NDGA y a otros compuestos presentes; disminuyo la
actividad SOD y CAT en relacion con el NDGA.
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4.4.2.2. Sobre sistemas no enzimaticos

El extracto aument6 solamente en forma significativa los niveles de glutation reducido en la concen-
tracion de 25 pg/ml (Figura 38 A). Por otro lado, el NDGA, aumentd significativamente los niveles en
relacion directa con todas las concentraciones ensayadas (Figura 38 B).
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Figura 38. Efecto de EXA y NDGA sobre los niveles de glutation reducido en glandulas
submandibulares de ratas normales.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de tres o cuatro determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p<0,01 diferencias significativas respecto al valor basal de acuerdo a ANOVA
+ prueba de Dunnett.

EXA aumenté los niveles de GSH sin guardar relacién con la presencia de NDGA.
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4.4.3. Efecto de EXA y NDGA en un modelo de estrés oxidativo inducido en glandulas subman-
dibulares por la administracion de estreptozotocina.

Se demostrd anteriormente que EXA y NDGA fueron capaces de modular no solo las especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno, sino las enzimas antioxidantes en las glandulas submandibula-
res de animales controles. Por lo tanto, se quiso estudiar seguidamente, si estos efectos moduladores
se producian frente al estrés oxidativo inducido por STZ en el mismo tejido. Para esto se administrd
una dosis unica de STZ por via i.p. en ratas hembra.

Se puede observar en la Tabla 6 que la administracion de STZ produjo aumento de la glucemia
plasmética al mismo tiempo que disminuyé el peso corporal y las proteinas plasmaticas. Por otro
lado, se determinaron parametros bioguimicos para evaluar el estado general, principalmente el fun-
cionamiento hepatico y renal. La STZ no modifico la formula hemaética, pero si aumentd en forma
significativa los niveles de Glucemia, urea, creatinina, triglicéridos y TGP en forma significativa
comparando con animales controles.

Analito Ratas control Ratas tratadas con STZ
Peso corporal (g) 22991 1149 £ 1**
Globulos Rojos (mm3) 7.691.428 + 370.649 7.836.666 + 43.628
Globulos Blancos (mm3) 9.616,6 + 1.632 10.200 + 1.082
Hemoglobina (g/dl) 14,75+ 0,89 15,30 £ 0,75
Hematocrito (%) 43,83+ 4,16 47,00 £ 2,08
Neutrofilos segmentados (%) 16,28 + 6,55 22,6 +7,68
Basofilos (%) 0 0
Eosinofilos (%) 1,71+1,38 2,3+0,33
Linfocitos (%) 75,57 £ 6,13 69+8,5
Monocitos (%) 2,711 61
Glucemia (mg/ml) 109 £ 4 314 + 10**
Proteinas plasmaticas (ug/ml) 215.850 = 5.300 143.625 £ 4.700**
Urea (mg/dl) 49,0+5,0 78 + 6,9**
Acido Urico (mg/dl) 0,918 + 0,58 1,05+0,38
Creatinina (mg/dl) 0,38 + 0,03 0,55 + 0,065 **
Colesterol (XX) 72,0+ 8,0 72,25+ 4,49

Tabla 6. Parametros bioquimicos en ratas hembra normales y tratadas con estreptozotocina.

Valores expresados como media £ DS de una muestra de 5 animales controles y 5 animales tratados
con estreptozotocina. *p< 0,05; **p<0.01 diferencias significativas respecto a la prueba T de Student
entre valores controles y valores de ratas tratadas con estreptozotocina.
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Para corroborar la induccion de estrés oxidativo sistémico se determinaron los niveles de ON y la
peroxidacion en plasma. El tratamiento con STZ aumento significativamente los niveles de ON y la
peroxidacion en plasma (Figura 39 Ay B).
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Figura 39. Niveles de ON y MDA en suero de animales controles y animales tratados con STZ.
Los resultados estan expresados como la Media + DS de 5 animales controles y 5 animales tratados. *
p< 0,05 diferencias significativas respecto al control, de acuerdo a la prueba T de Student.

La administracion de STZ aumentd significativamente los valores de glucemia, uremia, creatini-
nemia, triglicéridos y TGP, mientras que disminuyo el peso corporal y las proteinas plasmaticas de
los animales tratados y produjo estrés oxidativo.

Luego de demostrar un estado de oxidacion sistémico con la administracién de STZ, las glandulas
submandibulares fueron disecadas de los animales y evaluadas para ver si sufrian también estrés oxi-
dativo. Las concentraciones de ExA y NDGA fueron seleccionadas de ensayos anteriores, realizados
sobre glandulas de animales normales, teniendo en cuenta su capacidad de ejercer actividad antioxi-
dante. Se selecciono de esta manera la concentracion de 500 pg/ml de ExA y la de NDGA presente en
la misma es decir de 1,55 pg/ml. La concentracion de ExA fue elegida por ser la mas baja en presen-
tar la mayor actividad moduladora no solo de las especies reactivas sino de las enzimas antioxidantes.
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4.4.3.1. Efecto de ExA y NDGA sobre el peso y contenido de proteinas.

Se puede observar en la Figura 40 (A y B) que la STZ disminuy6 el peso glandular y el nivel de
proteinas. Sin embargo, ni EXA ni el NDGA pudieron revertir el descenso del peso glandular y del
contenido de proteinas inducido por la administracion de estreptozotocina.

A B
< 2.57
0.225+ S -
©

0.2004 € 2.0
> \@© *k
2 0.1754 > o ok
S 0.150+ - o 1.54 o I
> ~
S 0.125- o 5
= S
S 0.1004 = 1.04
o [)]
o 0.075- @
) c
@ 0.0504 ‘o 0.51
o -

0.0254 o

0.0004-— . & 00— y T

Control  STZ +EXA  +NDGA Control ST1Z *EXA - +NDGA

Figura 40. Respuesta de ExA y del NDGA sobre el efecto de STZ en el peso glandular (A) y en el
contenido proteico (B).

Los resultados estan expresados como la Media £ DS de 4 determinaciones realizadas por duplicado.
STZ: tratadas con estreptozotocina; +ExA: STZ+EXA 500 pg/ml; +NDGA: STZ+NDGA 1,5 pg/ml.
Los resultados se expresaron por g de glandula.

4.4.3.2. Efecto de EXA y NDGA sobre las especies reactivas del oxigeno

Como se describid anteriormente el extracto en la concentracion de 500 pg/ml y el NDGA 1,55
pg/ml disminuyeron los niveles de H,O, con respecto al basal de animales normales. Por otro lado, la
STZ aumentd significativamente los niveles de H,0,, efecto que fue revertido tanto por el extracto
como por el NDGA (Figura 41 A). Ademas, el extracto y el NDGA disminuyeron los niveles de anion
superoxido con respecto al control, la STZ también disminuy6 el nivel de anion superéxido, pero ante
esta situacion el extracto y el NDGA fueron capaces de revertir, en forma leve pero significativa, el
fendmeno (Figura 41 B). Con respecto al ON, ni el extracto ni el NDGA modificaron los niveles basa-
les de animales controles; sin embargo, la STZ aument6 significativamente dichos niveles y frente a
esta situacion tanto el extracto como el NDGA fueron capaces de revertir el efecto (Figura 41 C). Sin
embargo, la reversion producida por el extracto (52.2%) fue mayor que la del NDGA
(25.3%)(p<0.05).
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Figura 41. Efecto de ExA y del NDGA sobre las especies reactivas del oxigeno en las glandulas
submandibulares de animales tratados con STZ.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de cuatro o mas determinaciones realizadas por
duplicado. * p< 0,05, ** p< 0,01 diferencias significativas respecto al control (animales no tratados) y
#p<0,05, ##p<0,01 diferencias significativas respecto a STZ, de acuerdo a ANOVA + test de Dunnett.

EXA disminuyo los niveles de H,O, en condiciones basales y revirtié por completo el aumento pro-
vocado por STZ. EI NDGA seria uno de los compuestos involucrados en esta accion.

ExA disminuyo los niveles basales de O,y logro revertir el efecto provocado por STZ. EI NDGA
seria responsable de esta accion.

EXA revirti6 el aumento de ON provocado por STZ y NDGA seria responsable de esta accion junto
a otros compuestos.
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4.4.3.3. Efecto de ExA y NDGA sobre la peroxidacion lipidica y oxidacién de proteinas.

Seguidamente se evaluo el efecto sobre la oxidacién de lipidos y de proteinas. El extracto disminu-
y6 significativamente la oxidacién basal de lipidos, asi como también lo hizo el NDGA. La STZ au-
mento la lipoperoxidacion, efecto revertido tanto por el extracto como por el NDGA, sin embargo, el
efecto demostrado por el extracto fue significativamente mayor que el ejercido por el NDGA (p<0.05)
(Figura 42 A). Con respecto a la oxidacion de proteinas, el extracto disminuy6 la oxidacion basal, al
igual que el NDGA. Por otro lado, la STZ aumentd significativamente la oxidacion de proteinas, y
frente a esta situacion tanto el extracto como el NDGA revirtieron la situacion. Sin embargo, la rever-
sién producida por el extracto (84.0%) fue total en comparacién con la producida por el NDGA
(25.9%) que fue parcial (p<0.05) (Figura 42 B).
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Figura 42. Efecto del extracto y del NDGA sobre la oxidacion de lipidos (A) y proteinas (B) en
glandulas submandibulares de animales tratados con STZ.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de cuatro o mas determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p< 0,01 diferencias significativas respecto al control (animales no tratados) y
#p<0,05, ##p<0,01 diferencias significativas respecto a STZ, de acuerdo a ANOVA + test de Dunnett.

EXA revirtio el efecto de STZ sobre la oxidacion de lipidos y proteinas, otros compuestos ademas
del NDGA estarian involucrados
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4.4.3.4. Estudios histoldgicos

Con el objetivo de evaluar si la STZ era capaz de producir alteracién en los tejidos, se realizd un
estudio histolégico de los mismos. La STZ no produjo alteraciones histolégicas ni en ausencia ni
en presencia del extracto o del NDGA (Figura 43 A, B, C, D).

Figura 43. Estudio histolégico de glandulas submandibulares de ratas controles (A), ratas trata-
das con estreptozotocina (B), con STZ + ExA (C) y con STZ + NDGA (D).

Las glandulas fueron cortadas, fijadas y tefiidas con eosina-hematoxilina. Las fotografias fueron to-
madas bajo microscopio Optico con un aumento de 20x.

4.4.3.5. Efecto de ExXA y NDGA sobre los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

En cuanto a las enzimas antioxidantes, EXA y NDGA aumentaron significativamente la actividad
Px basal. La STZ disminuy0 la actividad Px y tanto el extracto como el NDGA revirtieron este efecto
(Figura 44 A). Sin embargo, la reversion producida por el extracto fue significativamente superior a la
producida por el NDGA (p<0.05). Con respecto a la actividad SOD, en condiciones basales el extrac-
to y el NDGA disminuyeron la actividad. La STZ aumento significativamente dicha actividad, pero
ExA y NDGA revirtieron este efecto (Figura 44 B). Cabe destacar que la reversion producida por el
extracto fue superior a la del NDGA (p<0.05). Con respecto a la actividad CAT, ExA y NDGA dis-
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minuyeron dicha actividad basal. La STZ disminuyd la actividad basal, lo cual fue revertido tanto por
ExA como por NDGA (Figura 44 C). Cabe destacarse que la reversion ejercida por el extracto fue
superior a la del NDGA (p<0.05).

Con respecto al glutation reducido, el NDGA fue capaz de aumentar los niveles basales y la STZ
también, pero ni el extracto ni el NDGA modificaron este aumento (Figura 45).

>
w
@)

##

> T
0.0225+ - 257 - ig'
= 45-
0.02004 _ MG ”
T 0.01754 Qg2 w o <3 %0
xS o3 O £ 354
&S 0.01501 i D2 s o= 304 el
E% 0.01254 EE’ S 2 254 *k
> o 001001 S 2 104 2 N 204 *k
SE 000754 . S E . 3 E 151
<E 5 <
S 0.00501 £ <3 s - " 2 104
0.0025+ il 51
| | NIMENEEE ENE
QRS SR S S S & F LXK QAN SP CIN S S
o(\\\ ((/+ © ) ij 00 Oo‘\é xQ/ eo K4 xQ/ eo o(\&\ XQ;F %00 2 XQ;‘. eoo
é\,\/ e x é<\/ &/\/X (@) x L %
&K A ) é(\/

Figura 44. Efecto de ExXA y NDGA sobre la actividad de enzimas antioxidantes en glandulas
submandibulares de animales tratados con STZ.

Los resultados se expresan como la Media £ ESM de cuatro o mas determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p< 0,01 diferencias significativas respecto al control (animales no tratados) y

#p<0,05, ##p<0,01 diferencias significativas respecto a STZ, de acuerdo a ANOVA + prueba de Dun-
nett.
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Figura 45. Efecto de EXA y NDGA sobre los niveles de glutation reducido en glandulas subman-
dibulares de animales tratados con STZ.

Los resultados se expresan como la Media + ESM de cuatro o mas determinaciones realizadas por
duplicado. *p< 0,05, **p< 0,01 diferencias significativas respecto al control (animales no tratados) y
#p<0,05, ##p<0,01 diferencias significativas respecto a STZ, de acuerdo a ANOVA + test de Dunnett.

EXA revirtio el efecto de STZ sobre la Px, CAT y SOD, el NDGA podria ser uno de los compuestos
involucrados ademas de otros compuestos
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4.4.3.6. Efecto de EXA y NDGA sobre la expresion de Px e iINOS

Para determinar el mecanismo de accion de ExXA y NDGA sobre las enzimas y analizar si un au-
mento o disminucién de la actividad enzimatica se debia a una modificacion de la expresion de las
mismas o0 a una modificacion en la actividad propiamente dicha, se determin6 en primer lugar el efec-
to sobre la expresion enzimética. Se estudio fundamentalmente la expresion de Px, por ser la enzima
mas importante de la cavidad bucal en relacion con la eliminacién de ERO’s y ERN’s y sobre la
iNOS, involucrada en la eliminacion de ERN’s.

La STZ disminuyd la expresion de Px, como puedo observarse en la intensidad relativa de las ban-
das de proteina inmunorreactiva, mientras que el tratamiento con ExA y NDGA fue capaz de revertir
el efecto, aumentando la expresion de la misma (Figura 46 y Tabla adjunta).

Ctrl STz +NDGA  +ExA
r X Intensidad relativa a las bandas

de proteina inmunorreactiva
«— PX )
, (Px/actina)

Control 1.87+0.1
‘ B-actin STZ 1+0.1**
| €<—

STZ+NDGA | 2+0.2#

STZ + EXA 3.8+ 0.4 ##

Figura 46. Estudio de la expresion de Px en glandulas submandibulares de ratas controles y
ratas tratadas con estreptozotocina en ausencia y presencia de EXA y NDGA.

Ctrl: control; STZ: tratadas con estreptozotocina; +ExA: STZ+ExA 500 pg/ml; +NDGA:
STZ+NDGA 1,5 pg/ml. **p< 0,05 respecto al control de acuerdo a la prueba T de Student; #p<0,05
respecto a tratadas con estreptozotocina; ##p<0,01 respecto a tratadas con estreptozotocina, segin
ANOVA + prueba de Dunnett

Con respecto a iNOS, la STZ aumentd significativamente la expresién de la enzima, mientras que
el extracto y el NDGA revirtieron este efecto, disminuyendo la expresion, el efecto del NDGA fue
mayor que el ejercido por el extracto (Figura 47 y Tabla adjunta).

STZ+ Intensidad relativa a las bandas
NDGA de proteina inmunorreactiva

C STZ ExA
. (iNOS/actina)
~ <«— iNOS
- .. - Control 0.63 +0.06
' - STZ + NDGA | 0.58+0.04"

STZ + EXA 0.68 + 0.045"

Figura 47. Efecto de ExXA y NDGA sobre la expresion de iNOS por Westernblot.

C: control; STZ: tratadas con estreptozotocina; ExA: ExXA 500 pg/ml; NDGA: NDGA 1,5 pg/ml.
**p< 0,05 respecto al control de acuerdo a la prueba T de Student; #p<0,05 respecto a tratadas con
estreptozotocina; ##p<0,01 respecto a tratadas con estreptozotocina, segin ANOVA+prueba de Dun-
nett.

El tratamiento con STZ disminuyo la expresion de Px mientras que aumento la expresion de iNOS.
EXA logro revertir el efecto de STZ y el NDGA podria estar involucrado en esta accion.
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4.5. Efectos de ExA en un modelo de estrés oxidativo inducido por estreptozotocina “in vive”

Teniendo en cuenta la actividad antioxidante de ExXA y NDGA sobre modelos biol6gicos y no bio-
légicos “in vitro” y que la administracion de estreptozotocina (STZ) es capaz de inducir estrés oxida-
tivo, se decidio evaluar la actividad antioxidante en un modelo “in vivo” de diabetes inducida por la
administracion de STZ en ratones Balb/c. La dosis de ExA administrada fue de 1g/Kg/dia.

4.5.1. Estudio de la toxicidad sub-crénica de ExA y NDGA

Antes de comenzar los estudios con STZ in vivo, se estudio la toxicidad sub-cronica oral de EXA'y
NDGA. Para ello, se utilizaron dosis de ExA y NDGA seleccionadas de los estudios “in vivo” reali-
zados previamente por este grupo de trabajo. Los animales tratados no mostraron ningln signo de
mortalidad durante el estudio de 28 dias con dosis repetidas diariamente. No se observo ninguna ano-
malia oftalmoldgica, en el sistema nervioso central autbnomo, en la actividad somatomotora o en los
patrones de comportamiento, que fuera significativa tanto con ExXA o con NDGA (tabla 7).

No se registraron cambios significativos en el peso corporal entre el control normal y los grupos de
tratamiento tanto de animales machos o hembras con ambos tratamientos. Los parametros hematol6-
gicos y bioguimicos no parecian verse afectados por EXA en ninguna dosis analizada o por NDGA, ya
que no se notaron diferencias significativas entre los tratamientos y los controles. El Unico parametro
afectado con los tratamientos fue el nimero de eosinéfilos que disminuyé con EXA y NDGA en todas
las dosis (la Tabla 8 presenta los resultados obtenidos con la dosis maxima analizada). Ademas, no se
observaron cambios histoldgicos en los 6érganos analizados proveniente de los animales tratados con
ExA en diferentes dosis o NDGA (Peralta y col, 2015).

Tiempo (hs)
o5 | 1 | 2 | 6 | 24 | 48
Estimulacion del Sistema Nervioso Central

Hiperactividad - - - - - _
Piloereccion - - - - - i
Espasmo - - - - - -
Rigidez - - - - - -
Irritabilidad - - - - - -
Convulsiones - - - - - -
CTCG - - - - - i
Ptosis - - - - - i

Depresion del Sistema Nervioso Central
Sedacion - - - - - B
Perdida de tono muscu-
lar - - - - - -
Catatonia - - - - - -

Signo clinico

Tabla 7. Observacion preliminar del efecto de ExA hasta 48hs después de su administracion

- Sin efectos. CTCG: crisis tonico clonicas generalizadas
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nDeA M [ TExAH | Eam |

PARAMETRO | Control H | Control M | NDGA H

Globulos Rojos 72+0,6 8,2+0,9 73+05 | 83+05 | 7,0+x06 | 8,0%0,6
Glébulos Blancos | 5,8+0,3 6,0+0,6 48+05 | 68+05 | 4904 | 69+04
Hemoglobina 122+10 | 132+10 | 11,9+09 | 149+09 | 123+1,0 | 143+1,0
Hematocrito 36,0+30 | 380+£3,0 | 33,0£30 | 340£30 | 340£20 | 38,0£20
VCM 490+50 | 51,0£50 | 48,0+4,0 | 50,0+£6,0 | 49,7£5,0 | 55,7 £5,0
HCM 168+10 | 188+10 | 175+20 | 195+20 | 181+1,0 | 191+£1,0
CHCM 343+30 | 363+3,0 | 355+£40 | 375£50 | 36340 | 386+4,0
RDW 128+10 | 138+10 | 13,0£09 | 13,6+£09 | 12,7£10 | 147£15
Neutrofilos (%) 375+90 | 38590 | 305+£50 | 365+50 | 32,0£5,0 | 350£5,0
Eosinofilos (%) 50+0,6 60+06 |18+0,6**|1,9+£0,5**|20£0,2**|28=*0,2**
Basofilos (%) 00 00 00 00 00 00
Linfocitos (%0) 56,3+85 | 583+85 | 625+6,0 | 595+6,0 | 648+75 | 628+75
Monocitos (%) 9,0+0,8 9,8+0,8 7507 | 8507 | 6808 | 75%0,8
Plaguetas/mm3 727,0+60 | 737,0£70 | 7150+70 | 730,0+70 | 788,0+ 70 | 786,0 + 80
Colesterol total 91,042 | 92050 | 925+4,0 | 940+£8,0 | 955+£35 | 96,0£9,5
Triglicéridos 146 +5,6 150+6,6 | 152+£9,0 | 158+10 | 15456 | 155*10
Creatinina 0,32+0,02 | 037+0,04 | 0,34+0,02 | 0,36 +0,03|0,28+0,01|0,32 £0,04
ALT 280+60 | 290+50 | 290+£6,8 | 30,0+£50 | 20,0£5,0 | 250£5,0

Tabla 8. Analisis de sangre de animales tratados con ExA 250 mg/kg y NDGA 1,45 mg/kg.

Los resultados se expresan como la Media £ D.S. de 5 animales por grupo. **p<0,01 respecto al con-
trol segln prueba estadistica de T de Student. Globulos Rojos [mill/mm®], Glébulos Blancos
[mil/mm?®], Hemoglobina [g/dl], VCM: volumen corpuscular medio [fL], HCM: hemoglobina corpus-
cular media [pG], CHCM: concentracién de hemoglobina corpuscular media [g/dl], RDW: indice de

distribucion de gldébulos rojos, Colesterol total [mg%], Triglicéridos [mg%], Creatinina [mg/dl], ALT:
alanina aminotransferasa [1U/I].
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4.5.2. Efecto sobre la glucemia y sobre el peso corporal en animales sanos.

Primeramente, se evalud el efecto de la administracién oral e intraperitoneal del extracto en anima-
les sanos (sin tratamiento con STZ). No se observaron diferencias significativas con respecto al con-

trol (Basal) en cuanto a la glucemia y al peso corporal de los animales luego de un mes de tratamien-
to.

2007 -@= CONTROL ExA Oral  —h— ExAip. 307 =@~ CONTROL ExA Oral == ExAi.p
E1501 251 B
o ~~ r —_
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Figura 48. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExA sobre la glucemia (A) y el
peso corporal (B) en ratones sanos.

Los resultados representan la Media £ DS de cada grupo. No se observan diferencias significativas
respecto al Control.

ExA no modifico significativamente la glucemia ni el peso corporal de ratones sanos.

4.5.3. Efecto de ExA en animales tratados con STZ

Para este estudio se administrd, por via intraperitoneal, una dosis de 40mg/kg/dia de STZ durante 5
dias (dia -19 a -14) a 3 grupos de 6 animales separados aleatoriamente. Paralelamente se mantuvo un
grupo Control (sin STZ). Se controlo periddicamente el peso y la glucemia de los animales. Cuando
los niveles de glucemia de los 3 grupos tratados supero los 150 mg/ml se comenzé con la administra-
cion diaria de ExA de forma oral o intraperitoneal (i.p.) segun el grupo. El dia de comienzo del trata-
miento se consideré dia cero (Dia 0). La administracion de las drogas y las determinaciones analiticas
se realizaron siempre en el mismo horario. Al finalizar el tratamiento, luego de 1 mes de administra-
cién de ExA, se recolecto sangre de cada animal para luego realizar las determinaciones plasmaticas.
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4.5.3.1. Efectos sobre la glucemia.

Durante el tratamiento con STZ se determind la glucemia a traves del método de Accu-chek® en la
sangre obtenida por puncidn de la vena caudal, con una frecuencia semanal. En la figura 49 se puede
observar que en los grupos tratados con STZ la glucemia aument6 gradualmente hasta superar los 150
mg/ml (dos determinaciones consecutivas por encima 126mg/ml es diagnéstico de Diabetes). A partir
del inicio del tratamiento por via oral, se produjo un descenso de la glucemia del 33,1% en la primera
semana de tratamiento. ExA, logro disminuir la glucemia a los niveles del Control y los mantuvo por
debajo de 126mg/ml durante dos semanas y por debajo de 150mg/ml durante todo el tratamiento.

La administracion de ExA por via i.p. disminuyo la glucemia (13,0%) durante la primera semana
(dias 0-7), tomando como control el valor de glucemia obtenido el dia 0.

—-€— CONTROL - sTZ STZ+ExA Oral ==~ STZ+EXA i.p.
250 9
)
E 2001
S N
= —
<l ~
5150' """"""" < ;#'#é ----------- 150m g /m |
Hit A
(ﬁ ------------ X\ F s.e 8% o o eiime o o o o AN, . 126mg/m|
& 100 = ~¢
[¢}) 4
- 4
E 50 I_I EXA Disminucion: 33,08%
@) sSTZ
O | L] L] | 1
20 10 0 10 20 30

Tiempo (dias)

Figura 49. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExA sobre la glucemia de
ratones hembra con Diabetes inducida por STZ.

Los resultados representan la Media £ DS de cada grupo (n:6). ** <0,01 diferencias significativas
respecto a STZ segin ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; ##p<0.01; ###<0,001; ####p<0,0001;
diferencias significativas respecto al Control segin ANOV A+ Prueba de Dunnett.

La administracion oral de EXA revirti6 el aumento de la glucemia inducido por STZ durante las
primeras dos semanas de tratamiento, manteniendo los niveles por debajo de 150 mg/ml.
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4.5.3.2. Efectos sobre el peso corporal.

A continuacién, se muestra (Figura 50) la variacion del peso por grupo a lo largo del tratamiento.
Se puede observar que el grupo Control aumenté de peso con el tiempo, mientras que el grupo STZ
aumentd significativamente menos con respecto al control. Por su parte, en los grupos tratados con
STZ, EXA por via i.p., aumenté mucho menos el peso con respecto al grupo STZ control principal-

mente durante los primeros 21 dias de tratamiento, mientras ExA por via oral, directamente disminu-
y6 el peso corporal.

207 IO control ®EAm STZ

8 STZ + EXA oral 1 STZ + EXA i.p.
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Figura 50. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExA sobre el peso de ratones
hembra con Diabetes inducida por STZ.

Los resultados representan la Media £ DS de cada grupo (n:6). **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
diferencias significativas respecto a STZ segun ANOVA+ Prueba de Dunnett. #p<0,05; ###p<0,001;
####p<0,0001 diferencias significativas respecto al Control segin Prueba de Student.

La administracion intraperitoneal de ExA dificult6 la recuperacion del peso de los ratones tratados
con STZ mientras que la administracién oral disminuy6 el peso de los mismos.
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4.5.3.3. Efectos sobre el metabolismo lipidico

Debido a la intima relacion que poseen las lipoproteinas con el desarrollo de la diabetes se decidio
estudiar los efectos de ExA sobre los niveles de Triglicéridos y Colesterol total.

En primer lugar (Fig.51 A) se evidencia un aumento de los TG en los animales tratados con STZ
con respecto al control. EXA no modificé los valores de TG controles con ningun tratamiento, pero
fue capaz de revertir el aumento inducido por la STZ cuando se administré por via i.p..

En la Figura 51 B, se observa un aumento significativo del colesterol en el grupo STZ con respecto
al control. Por otro lado, la administracion de ExA no modificé los valores de colesterol de los contro-
les, pero logré disminuir en forma significativa estos valores con respecto al grupo STZ cuando fue
administrada por via oral. Si bien la administracion de EXA por via i.p. tendio a bajar estos valores,
no lo hizo en forma significativa.
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Figura 51. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExA sobre los niveles de TG (A)
y Col total (B) en plasma de ratones hembra con Diabetes inducida por STZ.

Los resultados representan la Media £ DS de cada grupo (n:6).*p<0,05; ***p<0.001 diferencias signi-
ficativas respecto a STZ segiin ANOV A+ Prueba de Dunnett. ###p<0,001 diferencias significativas
respecto al Control segln Prueba de Student.

La administracion i.p. de EXA revirtié el aumento de los TG inducido por la STZ y la administra-
cion oral revirtié el aumento del Colesterol total inducido por STZ.



RESULTADOS

4.5.3.4. Efectos sobre la peroxidacion lipidica.

Con el objetivo de evaluar si el modelo de diabetes inducida por la administracion de STZ produ-
cia estrés oxidativo y si el extracto era capaz de modular estos efectos, una vez terminado el trata-
miento y sacrificados los animales, se procedié a determinar los efectos sobre la lipoperoxidacion a
través del método de los TBARS en plasma. Puede observarse que STZ aumentd los niveles de
TBARS plasméaticos comparado con el control normal. En condiciones normales ExA, por via oral
disminuyo el nivel de TBARS, mientras que por via i.p., si bien se vio una tendencia a disminuir, no
lo hizo en forma significativa. En condiciones diabéticas tanto ExXA por via oral como por via i.p.
revirtieron el aumento de TBARS inducidos por la STZ (Fig. 52).
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Figura 52. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExA sobre la formacion de
TBARS en ratones hembra con Diabetes inducida por STZ.

Los resultados representan la Media + DS de cada grupo (n:6). **p<0,01; ***p<0.001 diferencias
significativas respecto a STZ segiin ANOV A+ Prueba de Dunnett. #p<0,001 diferencias significativas
respecto al Control seglin Prueba de Student.

ExA disminuyd la formacion de TBARS en animales normales y revirtio, tanto por via oral como
i.p. el aumento de los mismos inducido por la administracién de STZ.
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45.3.5. Efectos sobre los niveles de GSH

Se determino seguidamente la concentracion de GSH en el plasma de los animales normales y los
tratados con STZ para evaluar el efecto de ExA sobre uno de los principales sistemas antioxidantes.
En este caso no se observaron diferencias significativas entre el grupo control (normal) y el grupo
STZ pero se evidencia que ante la administracion de STZ, EXA, por via oral, aumento la produccion
de GSH significativamente, mientras que por via i.p. descendio los niveles de GSH (Figura 53).
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Figura 53. Efecto de la administracion oral e intraperitoneal de ExXA sobre los niveles de GSH
en plasma de ratones hembra con Diabetes inducida por STZ.

Los resultados representan la Media £ DS de cada grupo (n:6). *p<0,05 diferencias significativas
respecto a STZ segun ANOVA+ Prueba de Dunnett.

EXA, por via oral, aument6 la produccion de GSH, mientras que por via i.p. descendié los niveles
de GSH.



RESULTADOS

4.5.3.6. Estudios Histologicos

El andlisis histopatoldgico no mostro diferencias en los higados y rifiones de los animales control y
los tratados con STZ, STZ + ExA Oral y STZ + ExA i.p.. Por otro lado, se pudo evidenciar el dafio
severo provocado por la STZ en el pancreas de los animales. Se puede apreciar la deformacién de los
islotes pancredticos. En comparacién con el Control, los pancreas provenientes de animales tratados
con STZ presentan mayor cantidad de células mas pequefias. En ninguno de los casos, EXA pudo re-
vertir el efecto de STZ (Figura 54).

CONTROL STZ STZ + ExA Oral STZ+EXAi.p.
Area: 18.428 um? Area: 4.045 um? Area: 14.111 um? Area: 20.124 um?
Células: 176 Células: 52 Células: 190 Células: 315

Ratio cel/area: 0,009
Tamafio: 101 um?/cel

Ratio cel/area: 0.013*
Tamafio: 74 um?/cel*

Ratio cel/area: 0,013
Tamario: 68 um?/cel

Ratio cel/area: 0,016
Tamafio: 63 um?/cel

Figura 54. Analisis histopatoldgico de pancreas de ratones con Diabetes inducida por STZ.

Se muestra una foto representativa de cada grupo (n:6). Los valores expresados representan la Media
de cada grupo. *p<0,05 diferencias significativas respecto a CONTROL segiin ANOVA+ Prueba de
Dunnett. No se observan diferencias significativas entre el grupo STZ y los tratados con STZ + ExA.

La administracion de STZ produjo una disminucién en el tamafio de las células de los islotes pan-
creéticos.
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4.6. Estudios Farmacocinéticos

4.6.1. Desarrollo de método cromatografico para la determinacion de NDGA en plasma de rata.

4.6.1.1. Validacion del método de “clean up™

A partir de los cromatogramas (se muestra como ejemplo, el cromatograma correspondiente a la
concentracion 25 pg/ml. Figura 55) se realiz6 una curva de calibracion (Fig. 56) con el objetivo de
validar el método de clean up y poder interpolar las muestras obtenidas de ratas tratadas con ExA por

via oral.
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Figura 55. Cromatograma de plasma de rata suplementado con NDGA (25ug/ml)

Tiempo de retencién: NDGA (3,1min) ; Estandar Interno (2,3min)

NDGA Relacion ‘ ‘
(ng/ml) NDGA/Std curva de calibracion
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Figura 56. Curva de Calibracion (NDGA/ Std Interno)
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A partir de la curva se obtuvieron los siguientes parametros:

Precision intraensayo
e para 10pg/ml: 5,14%
e para50 pg/ml: 5,10 %
o paralpg/ml: 14,88 %

Limite de cuantificacion: 0,5 pug/ml
Limite de deteccion: 0.2 pg/mi

4.6.1.2. Cuantificacién de NDGA en ratas tratadas con ExA

Luego de administrar EXA por via oral, la sangre de las ratas fue recolectada a distintos tiempos. Pos-
teriormente las muestras fueron procesadas y analizadas. Se muestra a continuacion, a modo de ejem-
plo, la corrida cromatografica del plasma recolectado a los 30 minutos de la administracion de ExA.
Se puede detectar la presencia del estandar interno pero no la presencia de NDGA (Figura 57).

Title : Rata 1 30 minutos

Run File : C:iZWarianWS\data\Ro. \Nacho a en ratas\rata 1 004.run
Method File : c¢:\varianws\data\rutina\rutina ocratico.mth

Sample ID =30

Calculaticon Date: 11/12/2018 13:49

: 10.00 Hz

: 6.000 min
** MS Workstation (Upgrade} SP1 Version 6.5 ** D0751-3DA1-208-4005 **
Chart Speed = ero Offset = 5%
Start Time = min Min / Tick = 1.00

50 75
mAU

Figura 57. Cromatograma de plasma de ratas tratadas con ExA.

Tiempo de retencidn Estandar interno: 2,3 minutos

En ninguno de los casos fue detectable la presencia de NDGA.
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4.6.2. Estabilidad y solubilidad de ExXA en medio gastrointestinal.

Para este ensayo se incubaron comprimidos de ExA en condiciones simil gastrico durante 60 y 120
minutos y simil intestinal durante 120 y 240 minutos “in vitro” (segin U.S.P.). A posteriori se cuanti-
fico NDGA por HPLC; polifenoles y flavonoides por espectrofotometria y se determind la actividad
antioxidante: eliminacion de ERO’s por DPPH y Poder reductor. Los resultados se muestran como
porcentaje de recuperacion con respecto a EXA incubado en las mismas condiciones de tiempo y tem-
peratura sin tratamiento gastrointestinal.

Q)

ETAPA GASTRICA (G)

ETAPA INTESTINAL (1)

Incubacién 37°C

vV Y Vv

El porcentaje de recuperacion de NDGA fue alta, en el orden del 90% en ambos fluidos (Tabla 9).

El contenido de polifenoles totales no se modifico durante las incubaciones en medio gastrico.
Luego de las incubaciones en medio intestinal durante 120 y 240 minutos, el contenido de polifenoles
disminuyo un 28% y 23% respectivamente (Fig.58 A).

Los flavonoides totales disminuyeron ligeramente (12% y 18%) durante las incubaciones en me-
dio gastrico durante 60 y 120 minutos. Al contrario, la incubacién en medio intestinal provoco una
marcada disminucion (45% y 40%) (Figura 58 A)

La actividad eliminadora del radical DPPH vy el poder reductor del extracto solo se vieron ligera-
mente afectados bajo condiciones intestinales, mostrando una disminucién de estas actividades en un
12% o 14% respectivamente (Figura 58 B).

RECUPERACION DE NDGA

DIGESTION INTESTINAL
120 min 240 min
Media 89.6 98.44 85.2 94.81
DS 3.97 3.57 3.31 2.19
CV % 4.43 3.63 3.88 2.31

Tabla 9. Recuperacion de NDGA luego de la digestion simulada de ExA.

El extracto fue incubado en medio simil gastrico durante 60 y 120 minutos y en medio simil intestinal
durante 120 minutos a 37C segiin USP. La cuantificacién de NDGA se realiz6 por HPLC. Se expresa
el porcentaje de recuperacion, DS y CV% de tres 0 mas experimentos, realizados por triplicado.
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Figura 58. Recuperacion de polifenoles, flavonoides (A) y actividad antioxidante (B)
luego de la digestion simulada de ExA.

El extracto fue incubado en medio gastrico (G) durante 60 y 120 minutos y en medio intestinal (I)
durante 120 minutos a 37°C segin USP. Valores expresados como porcentaje de recuperacion +
ESM, con respecto a su control, de ensayos realizados por triplicado. Se expresa ademas el porcentaje
de disminucién, cuando corresponde. *p<0,05; **<0,01; ***<0,001 diferencias significativas respecto
al control (100%) segin ANOVA + Prueba de Tukey.

Los cambios que sufre el extracto durante el proceso de digestion simulada no afectan de manera
significativa sus actividades antioxidantes.
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5. DISCUSION

En la introduccidn se mencionaron humerosos autores que han estudiado la composicion fitoqui-
mica de Larrea divaricata y reportaron al NDGA (flavolignano) como uno de sus compuestos mayo-
ritarios, por lo que ha sido utilizado como marcador fitoquimico. Sin embargo, es sabido que las va-
riables del crecimiento de la plantas (localizacion geogréfica, factores climaticos, etc.) asi como de los
procesos de recoleccion y extraccién modifican la composicion de los extractos. Por la tanto, fue ne-
cesario caracterizar el extracto acuoso objeto de estudio de esta tesis. En este sentido, se desarroll6 y
valido un método cromatogréfico por HPLC para identificar y cuantificar el NDGA. A través de este
método se determind su concentracion: 0,30 g%, dato que sirvid para disefiar los estudios farmacol6-
gicos que se realizaron a continuacion. También se pudo determinar la presencia y la concentracion de
Rutina a través de un método, siendo uno de los compuestos mayoritarios de ExA. La presencia de
Rutina ha sido descripta en Larrea tridentata (Kuhn M. y Winston D., 2008; Ross I., 2005) sin em-
bargo este es el primer reporte de la presencia de este flavonoide en un extracto acuoso de Larrea
divaricata, que fue confirmado por HPLC- masa.

La determinacion de los polifenoles y flavonoides totales confirma la importancia de estos grupos
fitoguimicos en ExA. Como se menciond anteriormente, la mayoria de los flavonoides de L. divarica-
ta se presentan en su forma de aglicones, entre los que se destacan quercetina, kaempferol y apigenina
(Sakakibara y col., 1976). EI método cromatografico desarrollado por el INTI identifico un derivado
de la quercetina y la Floretina (primer reporte de su presencia en Larrea divaricata). Este ltimo
compuesto es una dihidrochalcona presente en las hojas de Malus domestica (manzano) y se sabe que
inhibe el transporte activo de glucosa en las células por los transportadores SGLT1y SGLT2, aunque
la inhibicion es mas débil que la ejercida por su glucésido: florizina (Chan S. y Lotspeich W., 1962).
Otro efecto importante de la Floretina es la inhibicion de la absorcion de glucosa por el intestino del-
gado (Crespy V. y col., 2001) y la inhibicion de la reabsorcién renal de la glucosa (Idris I. y Donnelly
R.,2009).

Por otra parte, el método desarrollado por el CIDEC también confirmo la presencia de NDGA y
Rutina en ExXA. Ademas, sugiere la presencia de derivados de la quercetina, epicatequina y los acidos
cafeico y clorogénico, confirmando los hallazgos bibliograficos.

Por ultimo, se determind el contenido de macronutrientes donde se destaca la presencia de fibra
dietaria total, aprox. 50% Yy de carbohidratos, aprox. 20%.

En resumen, se logrd caracterizar a ExA identificando y cuantificando algunos de sus compuestos
mayoritarios, estableciendo un marcador fitoquimico: NDGA, reportando por primera vez la presencia
de compuestos flavonoides: Rutina, floretina y epicatequina y determinando su composicion nutricio-
nal y mineral. Este extracto acuoso de Larrea divaricata, asi caracterizado, fue utilizado para el desa-
rrollo de todos los ensayos presentados en esta tesis.

Para evaluar la actividad antioxidante de ExA y la participacion del NDGA en dicha accidn, se
utilizaron diferentes metodologias que pudieran determinar si la accion era primaria o secundaria.

Segun Gutteridge y Mitchel (Gutteridge y Mitchell, 1999), una accién primaria se relaciona con la
prevencion en la formacién de radicales libres, mientras una accion secundaria se refiere a la capaci-
dad de eliminar o neutralizar ERO’s o ERN’s ya formados.

Los antioxidantes de prevencion impiden la formacion de los radicales libres mediante la descom-
posicion del H,O, o de la quelacion de los metales que participan de las cadenas redox por sus carac-
teristicas oxido/reductoras. Mientras los eliminadores/neutralizantes de radicales libres (scavenger)
inhiben el inicio de la cadena redox y rompen su propagacion (Polo de Santos, 2016).


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=SGLT1&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=SGLT2&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Florizina&action=edit&redlink=1
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En este trabajo se realizd la evaluacion de la capacidad preventiva de formaciéon de ERO’s y
ERN’s a través de la determinacion de la capacidad reductora de metales y de las actividades simil
SOD, simil CAT y simil Px. Por otro lado, la evaluacion de la actividad eliminadora se realizé a tra-
vés de la capacidad de eliminacién del radical DPPH y a través de la neutralizacién de peréxidos in-
volucrados en la lipoperoxidacion y en la oxidacién de proteinas.

Entre las actividades primarias ExA demostré capacidad reductora de metales como el hierro. Se
sabe que el hierro juega un rol muy importante en la oxidacion de los lipidos, ya que cuando estos se
oxidan a hidroperdxidos los metales de transicion participan en la formacion de radicales alcoxilos y
peroxilos pudiendo oxidar a otros lipidos e iniciando asi una reaccion en cadena. Por otra parte, el
hierro también participa en la formacion de radical hidroxilo a partir del peréxido de hidrégeno en la
Ilamada reaccion de Fenton. El radical hidroxilo es muy toxico para las proteinas y el ADN, ademés
de ser participe en la oxidacién de los lipidos (Dorado Lambert y Montero, 2000). En este caso, EXA
mostro actividad reductora del Fe en relacién con su concentracion. Debido a la baja actividad del
NDGA no se pudo determinar su CEsp. Sin embargo, en la CEs, de EXA hay 0,75ug/ml de NDGA,
gue casi no presento actividad. Por lo tanto, se interpreta que esta actividad se debié a compuestos
diferentes del NDGA.

Para evaluar las actividades simil enzimaticas, se enfrenté a EXA y NDGA con los sustratos de las
enzimas SOD, CAT y Px y se determind la velocidad de formacion de los productos sin la presencia
de las enzimas.

Asi, EXA presento actividad simil SOD mostrando dos efectos maximos uno a baja y otro a alta
concentracién. EI NDGA present6 una respuesta bifasica, ejerciendo dos efectos contrarios, de activi-
dad antioxidante y pro-oxidante. Sin embargo, el NDGA estaria involucrado en la actividad simil
SOD de EXA, ejercida a altas concentraciones, ademas de otros compuestos. Cuando se enfrento la
enzima SOD estandar junto a EXA y NDGA se pudo comprobar que ambos fueron capaces de aumen-
tar la velocidad méaxima de la enzima. Estos resultados demuestran que ExA podria actuar como la
enzima SOD pero ademas potenciar su efecto. Esta enzima cataliza la dismutacién del radical anion
superdxido a H,O, y presenta dos variantes moleculares: la Cu/Zn-SOD que se localiza en el citosol y
la Mn-SOD que se localiza en la mitocondria (Gutiérrez-Salinas y col, 2014).

Complementando la actividad SOD, ExA y NDGA demostraron actividad simil Px y simil CAT en
relacién directa con su concentracion. Esta actividad lleva a la metabolizacién del H,O, impidiendo la
transformacion del mismo en especies reactivas mas dafiinas como el radical hidroxilo. Se sabe que
este radical posee una alta reactividad, que es inversamente proporcional a su vida media, lo que indi-
ca que tiene una vida media bastante corta, debido a que reacciona de manera rapida e inespecifica
con los blancos celulares méas cercanos: DNA, proteinas, lipidos y carbohidratos (Percario, 1991).
Tiene una capacidad superior a las demas ERO’s de causar dafio a nivel celular, debido a que las célu-
las no cuentan con un sistema enzimatico antioxidante contra este radical (Corrales y Ariza, 2012).

Con respecto a la actividad simil CAT, cabe sefialar que el NDGA presento una actividad mucho
mayor que la demostrada por ExA, aln en concentraciones bajas, lo que sugiere que el extracto ten-
dria compuestos que contrarrestan la actividad de NDGA. Si bien ExA y NDGA presentaron actividad
simil enzimatica, en presencia de la enzima fueron capaces de disminuir la actividad enzimética. Esta
disminucién de la actividad de CAT puede deberse a la degradacion del H,O, directamente por ExA,
es decir una regulacion por falta de sustrato. Se podria pensar que el NDGA es el compuesto involu-
crado mayormente en esta actividad ya que si se comparan las respuestas maximas, ExA alcanza un
maximo con 100 pg/ml y NDGA con 0,5 pg/ml, concentracion contenida en 100ug/ml de EXA.
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En cuanto a la actividad simil Px, teniendo en cuenta la cantidad de NDGA presente en la CEs de
ExA, NDGA seria uno de los compuestos activos juntamente con otros. En cuanto al efecto sobre la
Px, ExA aumento la velocidad maxima de eliminacién del H,O,. Este efecto se mantuvo cuando se
modificaron las concentraciones de Px. Por su parte, el NDGA también aumento la velocidad maxima
de la enzima, pero su efecto, si bien fue significativo, fue inferior al de EXA en ambos casos. Esto
sugiere que la activacion de la Px por parte de EXA se debe a la sinergia entre NDGA y otros com-
puestos.

En conjunto podemos decir que ExA fue capaz de proveer electrones, reducir el Fe, actuar como
las enzimas antioxidantes y modular las mismas, logrando asi una disminucién de la formacion de
ERO’s mayormente debido a la sinergia entre el NDGA y otros compuestos, aunque el NDGA es
responsable de la activacion de SOD, de la inhibicion de CAT y de la actividad simil CAT.

Ademas, ExA y el NDGA presentaron actividad antioxidante secundaria de eliminacion del radical
DPPH y de peréxidos. Con respecto al DPPH, esta técnica se suele utilizar ampliamente ya que el
radical DPPH es una especia reactiva relativamente estable y permite evaluar la actividad donadora de
electrones.

La actividad demostrada por ExXA guard6 una relacién directa con su concentracion. En concor-
dancia con estos resultados Micucci (Micucci y col, 2011) demostrd que EXA es capaz de prevenir la
oxidacion de la vitamina C sometida a condiciones ambientales, a traves de la eliminacion del radical
DPPH. Por otro lado, el NDGA también present6 actividad eliminadora del radical DPPH evaluado en
las concentraciones en las que esté presente en el extracto. La actividad eliminadora del radical DPPH
gjercida por el NDGA también fue descripta anteriormente (Turner y col, 2007). En este trabajo de
tesis esta actividad fue evaluada para analizar la participacion de este en el efecto del extracto. Deter-
minandose la cantidad de NDGA presente en la CEs, de EXA se deduce que el NDGA no fue el Unico
compuesto activo y que otros compuestos se sumarian al efecto del NDGA.

Otra de las actividades evaluada fue la inhibicién de la peroxidacion lipidica que conjuga las dos
actividades antioxidantes (primarias y secundarias).

Para determinar la inhibicion de la peroxidacion se utilizaron dos métodos con distintas fuentes de
lipidos como sustrato de la oxidacién. Por un lado, se determiné la formacion de TBARS por autooxi-
dacion del &cido linoleico observandose un efecto inhibitorio en relacion directa con la concentracion
de ExA. Al analizar las CEs, de EXA y NDGA se desprende que esta accion también se debe a un
efecto sinérgico entre el NDGA y otros compuestos presentes en el extracto. Por otro lado, se evalué
la oxidacion de los fosfolipidos de la yema de huevo desencadenada por sulfato de hierro para evaluar
la peroxidacién lipidica en presencia de hierro. EXA presento actividad inhibitoria en relacion directa
con su concentracion y en este caso no se pudo calcular la CEsy del NDGA por lo que comparando las
concentraciones en las que se obtiene un 20% (respuesta maxima del NDGA\) o la actividad mostrada
por la concentracion de NDGA presente en la CEsq de EXA podemos inferir que la actividad de EXA
se debe a la presencia de otros compuestos y no al NDGA.

En este ensayo, ExA demostré efectos primarios que podrian estar relacionados con su actividad
reductora de metales de transicion como el hierro y de inhibicidn de la formacién de radical hidroxilo,
a través de la actividad Px y CAT, vistos anteriormente, ademas de efectos secundarios de neutraliza-
cion de radicales hidroxilos formados durante la lipoperoxidacion.

Es sabido que, en los pacientes con sindrome metabdlico o diabetes, el estrés oxidativo generado
lleva a la produccion de AGE’s (productos de glicacion tardia) que comprometen el funcionamiento
de las proteinas. Ademas, segun el tipo de procesamiento al cual son sometidos los alimentos, se pro-
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ducen AGE’s dietarios que terminan afectando a las proteinas de igual forma que los de origen endo-
geno. En este sentido, buscamos determinar si ExA era capaz de prevenir la formacion de AGE’s
dietarios simulando la fritura del huevo en aceite y observamos que todas las concentraciones ensaya-
das de ExA lograron inhibir la formacion de AGE’s y que el NDGA estaria implicado pero el efecto
se deberia mayormente a otros compuestos presentes en ExA. Este efecto podria estar relacionado con
la inhibicion de la peroxidacion lipidica ya que el glioxal y metil glioxal, derivados de la lipoperoxi-
dacién, constituyen factores de carbonilacion de proteinas que conducen a la formacion de AGE’s a
través de reacciones de oxidacion posteriores (Gugliucci y col, 2009).

Se sabe que la modificacion por estrés oxidativo y por glicacion de las proteinas y lipoproteinas es
un factor asociado a la generacion de ateroesclerosis, complicacién que se manifiesta durante las en-
fermedades metabdlicas como la diabetes como consecuencia del gran estrés oxidativo producido
(Basta y col, 2004). Es sabido que las ERO’s hidrosolubles como el OH* y O,* se producen en zonas
de inflamacidn cronica favoreciendo la ateroesclerosis. Son los macré6fagos presentes en las lesiones
inflamatorias los que liberan altas concentraciones de ON, al igual que las células endoteliales y de
ERO’s. La combinacion de ON y O,*” genera peroxinitrito que a nivel de la vasculatura afecta a las
lipoproteinas, HDL, especificamente en los residuos de tirosina de las apoproteinas. Es mas, Hermo y
col. reportaron que la concentracién de ApoA-1 nitrada aumenta en pacientes con Diabetes tipo 2
(Hermo y col, 2005). Se considera que la HDL tiene una funcion de proteccion contra la ateroesclero-
sis porque por un lado transporta colesterol hacia el higado, para metabolizarlo, pero ademas posee
actividad antioxidante por estar asociada a la enzima PON-1 (Gugliucci y Menini, 2015). Esta enzima
es una esterasa no selectiva con actividad lactonasa y sus sustratos son los fosfolipidos oxidados de la
LDL. Estos Gltimos son los responsables de la acumulacion de colesterol esterificado en los macréfa-
gos (células espumosas) y el desarrollo de la lesién ateromatosa. Por lo que la HDL ejerce una fun-
cion protectora de LDL y de macréfagos.

Dado que la determinacion cuantitativa del colesterol asociado a HDL (usada en la clinica) resulta
insuficiente para abordar la actividad anti-aterogénica de esta lipoproteina se evalud en el presente
trabajo su funcionalidad y su estructura. Teniendo en cuenta todo lo relatado y el hecho que ExA'y
NDGA presentaron actividad antioxidante y de prevencién de la lipoperoxidacion, se estudio el efecto
preventivo de ExA y NDGA sobre la oxidacién de PON-1 inducida por un generador de ERO’s hidro-
solubles como el AAPH y un generador de peroxinitritos como el SIN-1.

Tanto el AAPH como SIN-1 provocaron una disminucién de la actividad PON-1, que solo fue
recuperada por EXA y NDGA en presencia de SIN-1, sobre todo en las concentraciones mas bajas. En
el caso del tratamiento con AAPH se observa una tendencia a la reversion que no logra ser significati-
va, al menos en las concentraciones ensayadas. La participacion del NDGA es importante en las dos
concentraciones mas bajas de ExXA y se entiende que altas concentraciones de NDGA podrian tornarse
pro-oxidantes. Esto mismo explica la incapacidad de ExA de revertir este fendmeno a altas concentra-
ciones. Existen en la literatura varios ejemplos de extractos vegetales que protegen la funcion de la
PON-1 (Shaik y col, 2017; Menini y col, 2007). El hecho de que las bajas concentraciones sean las
mas efectivas promueve la hip6tesis del posible uso oral de ExA teniendo en cuenta la biodisponibili-
dad limitada de los extractos de origen vegetal. Se demostrd entonces que ExA es capaz de proteger la
funcion antioxidante de la HDL.

Seguidamente se estudid, por Westernblot, si la pérdida de la actividad antioxidante de la apopro-
teina de la HDL se debia a un efecto directo de SIN-1, a través de la agresion nitrosativa. Al revelar el
blot con anticuerpos anti ApoA-1 se vio un engrosamiento en la banda de 28kDa (ApoA-1) en presen-
cia de SIN-1 con respecto a la HDL purificada. Ademas, se observd la aparicion de dos bandas nuevas



DISCUSION

(56 y 84 kDa) que sugieren la agregacion de ApoA-1 en dimeros y trimeros. Cuando ademas de SIN-1
se hicieron incubaciones con ExXA se vio una marcada disminucion de la intensidad de estas bandas en
relacién con su concentracion demostrando que ExA también protege la estructura de la HDL al pre-
venir la agregacion de la ApoA-1. Si bien el NDGA también logro disminuir la intensidad de las ban-
das, su efecto fue inferior al del EXA sugiriendo que la accién del extracto se debe a la sinergia entre
el NDGA y otros compuestos.

Siguiendo con este razonamiento, se analizé el efecto de EXA y NDGA sobre la oxidacion de LDL
inducida por iones cobre (Bagheri y col, 2013). Se sabe que el Cu*" extrae los electrones desapareados
de los &cidos grasos insaturados de la LDL generando una reaccion en cadena que provoca, en ultima
instancia, la formacion de MDA (lipoperdxidos determinados como TBARS). Lo que aqui observa-
mos fue que el Cu™ aumentd los TBARS de la LDL y que EXA lo revirti6 en una relacion inversa con
su concentracion. Por su parte, el NDGA revirtio el efecto del Cu™ con la concentracion mas alta y
con la més baja por lo que se infiere que NDGA estaria involucrado en la actividad de la concentra-
cién més baja de EXA y que existen compuestos en el extracto que antagonizan el efecto del NDGA a
altas concentraciones de ExA.

Resumiendo, podemos decir que EXA protege la funcion y la estructura de la HDL de la nitracién
lo que se relaciona con la capacidad de ExA de degradar las ERN’s. Ademas, EXA es capaz de inhibir
la oxidacion de la LDL con cobre posiblemente gracias a su poder reductor de metales. Estos resulta-
dos se conectan con los estudios realizados sobre macrofagos para explicar el efecto antiaterogénico
de ExA.

La actividad antioxidante general de EXA podria estar relacionada con la presencia de otros com-
puestos polifendlicos en los casos en que NDGA no es el Gnico responsable. Los polifenoles son los
antioxidantes mas abundantes en frutas y vegetales y estan involucrados en la inhibicién de la produc-
cion de R.L. enddgenos y de la progresién de patologias degenerativas mediadas por oxiradicales en
humanos (Mattei y col, 2001). Es bien sabido que la actividad antioxidante de los polifenoles es su
efecto mas importante en los sistemas biolégicos (Karakaya, 2004). Por otro lado, diferentes estudios
realizados “in vitro” han demostrado una alta correlacion entre el contenido de compuestos polifendli-
cos y la actividad antioxidante de diferentes extractos (Abu-Amsha y col, 1996; Gulcin, 2006; Kono
et al., 1997). Se ha visto que los polifenoles presentan actividad antioxidante principalmente secunda-
ria (Peng Wong y col, 2006).

Se sabe que la hiperglucemia afecta el normal funcionamiento del sistema inmune y que produce
estrés oxidativo y nitrosativo. Una de las células del sistema inmune innato son los macrofagos que
son células inflamatorias que, entre otras, se ven afectadas por la hiperglucemia y las EROyN’s con-
duciendo en Gltima instancia a una deficiencia en las respuestas inmunes de tipo 1y 2, en la memoria
inmunoldgica y en la sintesis de IgG:inmunodeficiencia. Ademas, los macr6fagos juegan un rol cen-
tral en el desarrollo y progresion de la lesion ateromatosa y la ateroesclerosis (complicaciones de la
diabetes)(Tabas y Bornfeldt, 2016).

Por lo tanto, se tom6 como modelo de oxidacion el agregado de glucosa al medio de cultivo para
evaluar el efecto antioxidante de EXA y NDGA, que ya se vio en modelos generales no biol6gicos.

Como signo de alteracion inducida por la glucosa se estudio el efecto sobre la proliferacion de los
macrofagos. La glucosa produjo disminucion de la proliferacion celular. Este mismo efecto fue obser-
vado en linfocitos como consecuencia del estrés oxidativo inducido por la glucosa (Rubinstein y col.,
2008). Mas aun, estos autores observaron que los altos niveles de glucosa en el medio de cultivo tam-
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bién afectan la viabilidad celular y aumentan la apoptosis induciendo estrés oxidativo en linfocitos T y
B.

Bajo estas condiciones ExA, que no modifico la proliferacion de los macréfagos en condiciones
basales, lo cual indica que no afectd el normal metabolismo celular, revirtié la disminucion inducida
por la glucosa 11 mM vy por la glucosa 55mM.

Por su parte, el NDGA disminuy0 la proliferacion en condiciones basales, indicando una alteracion
del metabolismo celular. Cabe destacar que este efecto no fue observado por el extracto, probable-
mente por la presencia de otros compuestos que mitigaron la accion del NDGA. Sin embargo, ante el
agregado de glucosa 11mM la concentracién de 0,0003 pg/ml de NDGA (presente en 0,1 pg/ml de
ExA) revirtio, en menor % que EXA, el efecto de la misma. Esto indicaria que el NDGA seria uno de
los compuestos responsables de esta accion ademas de otros compuestos. Por otro lado, cuando los
niveles de glucosa fueron mayores (55mM) el NDGA no fue capaz de contrarrestar el efecto de la
glucosa, esto demuestra la presencia de otros compuestos activos en ExA.

Se sabe que tanto el estrés oxidativo como el nitrosativo generan un efecto citotdxico en las células
y por ende llevan a una disminucion de la proliferacion celular. Por lo tanto, se planted si la glucosa
pudiera estar inhibiendo la proliferacion de los macr6fagos por inducir estrés nitrosativo por aumento
en la produccion de ON u oxidativo por aumento en la produccion de ERO’s.

Se sabe que el ON esté involucrado en efectos citotdxicos y citostaticos, que llevan a una disminu-
cion de la proliferacion celular ademas de regular el tono vascular, inhibir la agregacion plaquetaria y
participar en la neurotransmision (Bredt, 1999). Una de las fuentes de produccion de ON son los ma-
crofagos, durante procesos inflamatorios, lo que llevaria a estrés nitrosativo. Como ERN es sumamen-
te reactivo y citotdxico. Su citotoxicidad se produce por nitrosilacion del hierro de proteinas sulfura-
das llevando a una disminucion de la energia celular, la respiracion y la sintesis de ADN (Dimmeler y
col, 1992). Mas aun se demostré que el ON puede provocar deaminacion asi como ruptura de la doble
y simple hélice del ADN (Nguyen y col, 1992). Muchos de los efectos del ON estan mediados por el
radical peroxinitrito (OONO") formado por la reaccion del ON con el anion superdéxido (Beckman y
col, 1990). Mas aun, el peroxinitrito reacciona con proteinas produciendo la nitracién de aminoacidos
tirosina, como en la SOD mitocondrial, que lleva a alterar sus funciones antioxidantes en las células.
Ademas, la nitracion de proteinas inhibe la fosforilacion de proteinas relacionadas con el control de la
proliferacion celular (Moldogazieva y col, 2018).

Por lo tanto, se analizé el efecto de la glucosa sobre la produccién de ON para ver si esta ER esta-
ba involucrada en la disminucion de la proliferacion celular inducida por la glucosa y para ver si EXA
y NDGA eran capaces de revertir el fenémeno.

La glucosa en todas las concentraciones ensayadas aumento los niveles de ON en correlacion con
la disminucidn de la proliferacion celular. Este aumento fue significativamente mayor con la glucosa
55mM, que produjo mayor disminucion de la proliferacion celular y mayor aumento de ON, que con
11mM. Estos resultados se pueden explicar por lo detallado anteriormente.

ExA no modificé los niveles basales de ON en el cultivo, y tampoco la proliferacion celular, pero
logré revertir el aumento provocado por ambas concentraciones de glucosa en correlacion con el efec-
to observado en la proliferacion celular. Las concentraciones méas bajas de ExA fueron mas activas.

Por su parte, el NDGA aument6 el ON, en la concentracion mas alta, en condiciones basales, he-
cho que puede relacionarse con la disminucién de la proliferacion celular que produjo. Pero en pre-
sencia de glucosa mostro una reversion, aunque, en relacion inversa con su concentracién. En todos
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los casos, la reversion fue mayor que con las concentraciones relativas del extracto. Esto indica que el
NDGA es el compuesto responsable de esta accion y que EXA posee otros compuestos que atentian
este efecto o que la disponibilidad de NDGA en EXA interfiere con su accion.

Entonces, la disminucidn de la proliferacion celular inducida por glucosa podria ser una conse-
cuencia del estrés nitrosativo.

Sin embargo, los macréfagos no solo son fuente de ERN’s como el ON y el peroxinitrito, sino que
son fuente de ERO’s que conducen a estrés oxidativo. Para evaluar la participacion del estrés oxidati-
vo en el efecto de la glucosa se midieron los niveles de ERO’s en presencia de glucosa y en presencia
y ausencia de ExA y NDGA para ver como estos eran capaces de modular estas especies.

Cuando se analizo la produccion de ERO’s por citometria de flujo se vio que la glucosa aumento
estos niveles en sus dos concentraciones. Estos resultados sugieren que la disminucién de la prolifera-
cion celular inducida por glucosa también estaria relacionada con el estrés oxidativo en los macroéfa-
gos y con la produccion de TNFa como se explica mas abajo.

Es un hecho conocido que las ERO’s estan involucradas en la citotoxicidad celular y por lo tanto
en la disminucion de la proliferacién celular. Por ello, estos resultados podrian también estar relacio-
nados con la disminucion de la proliferacion inducida por glucosa. Se sabe que las ERO’s son genera-
das fundamentalmente durante el transporte de electrones en la mitocondria durante el normal meta-
bolismo celular pero también son producidos por los macréfagos en presencia de varios estimulos
incluidos el TNFa, Fas ligando y factores de crecimiento (Suzuki, 1998).

ExA disminuy6 el aumento de ERO’s inducido por glucosa, pero el efecto se vio en forma signifi-
cativa con la concentracién de 1 pg/ml en presencia de glucosa 55 mM.

Por otro lado, la concentracidn relativa del NDGA, presente en EXA, no solo no revirtid el efecto
de la glucosa, sino que aumento6 considerablemente los niveles de ERO’s. Estos resultados sugieren
que el NDGA no estaria involucrado en el efecto del extracto.

Entonces, la disminucién de la proliferacion celular inducida por glucosa podria ser también una
consecuencia del estrés oxidativo. EXA revertiria este fendmeno por poseer efecto antioxidante como
consecuencia de compuestos polifenolicos diferentes del NDGA.

Los efectos de EXA y NDGA, tanto en el estrés nitrosativo como oxidativo, podrian estar mediados
por su capacidad antioxidante evaluada anteriormente en sistemas no biolégicos como la capacidad de
eliminar radicales de oxigeno como el radical anion superoxido, que esta involucrado en la activacién
del ON en peroxinitrito, a través de su actividad simil SOD. Ademas, ambos podrian estar eliminando
H,O, por su actividad simil CAT y Px y de esta forma evitar la sintesis del radical hidroxilo (especie
altamente reactiva y toxica). Cabe destacar que, el poder reductor también podria contribuir a que no
se produzca radical hidroxilo.

Entonces, ¢podrian el estrés nitrosativo y el oxidativo disminuir la proliferacion celular a través de
la lipoperoxidacion?

Es sabido que la peroxidacion de lipidos también es un indicador del sufrimiento celular por estrés
oxidativo y nitrosativo, que lleva a una alteracion de los fosfolipidos de las membranas y consecuen-
temente a un efecto de disminucién de la proliferacién celular por citotoxicidad, en relacién con un
aumento en EROyN’s (Barrera, 2012).

Por lo tanto, se evalud la peroxidacion en presencia de glucosa y se analizo si EXA y NDGA po-
drian controlar este fenémeno. La lipoperoxidacién de los macréfagos aumenté por la presencia de
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glucosa 11mM y 55mM en el medio de cultivo. Este resultado guard6 una relacion directa con el au-
mento de ERO’s y ERN’s visto anteriormente.

ExA revirtio la lipoperoxidacién con las dos concentraciones ensayadas ante glucosa 11mM, pero
no modificé los valores basales ni ante la glucosa 55mM. Cabe recordar gque, ante estas circunstan-
cias, ExA también disminuyo los niveles de ERO’s, pero de forma no significativa.

En este caso, el NDGA no jugaria un rol destacable ya que no modificé la peroxidacién inducida
por la glucosa. Cabe remarcar que cuando se evallo la inhibicion de la lipoperoxidacion (act. antioxi-
dante general) ExA mostro un efecto mucho mayor que el NDGA.

La lipoperoxidacion inducida por estrés oxidativo y nitrosativo llevaria a la disminucion de la pro-
liferacion celular.

ExA y NDGA inhibirian la lipoperoxidacion por su actividad antioxidante detallada anteriormente
inhibiendo la formacidon de peroxidos.

La siguiente pregunta fue: ;Porque la glucosa indujo estrés nitrosativo y oxidativo? Esto podria
ocurrir por la produccion de intermediarios quimicos que llevan al estrés oxidativo y nitrosativo como
las citoquinas, por ejemplo TNFa, o a una disminucion de moléculas protectoras y reductoras como el
glutation.

Una de las citoquinas producidas por los macrofagos es TNFa, liberada por los mismos durante la
fase aguda de la reaccion inflamatoria y que ademas promueve la liberacion de ON (Fonseca y col,
2003). Por lo tanto, se quiso demostrar la interrelacion entre el estrés oxidativo y la inflamacion y
como ExA y NDGA podrian regular ambas acciones.

Ante el agregado de glucosa la liberacion de TNFo aumento, este efecto se vio fundamentalmente
con glucosa 55mM, concentracién que produjo la mayor produccion de ON y el mayor descenso de la
proliferacién celular. Esto demuestra no solo una respuesta inflamatoria inducida por la glucosa sino
también el estrés nitrosativo que seria producido por el aumento en los niveles de ON.

Por otro lado, ExA no modificé los niveles de TNFa basal y mostro una respuesta bifasica en pre-
sencia de glucosa, aumentando la liberacion del TNFa a bajas concentraciones y disminuyéndola a
altas concentraciones. La respuesta de bajas concentraciones no coindice con la disminucion de ON
inducida por EXA, pero si la respuesta de las concentraciones més altas.

El NDGA no ejercid ningtin efecto sobre el TNFa ni en condiciones basales ni de alta glucosa. Por
lo tanto, podria pensarse que la reversion del aumento de ON lograda por ExA en bajas concentracio-
nes esta relacionada con un efecto antinitrosativo general y con su modulacion sobre la Px (enzima
gue interviene en el metabolismo del ON) pero no se deberia a una disminucién de la liberacion del
TNF-a, mientras que el efecto de EXA a altas concentraciones si estaria relacionado con la disminu-
cion de la liberacion de TNFa. Ambos efectos no fueron debidos a la presencia del NDGA.

Hasta aca, el estrés nitrosativo (aumento del ON) estaria implicado en el descenso de la prolifera-
cion celular inducido por la glucosa y ademas todo esto estaria relacionado con una respuesta inflama-
toria inducida por TNF-a.

El glutation es una molécula que al presentar grupos sulfhidrilo actia como un antioxidante. Si
bien debe estar reducido para actuar y su sintesis siempre es alta, su disminucion o un aumento del
glutation oxidado son indicadores del sufrimiento oxidativo de una célula. La glucosa disminuyd los
niveles de GSH. Cabe destacar que la determinacion del glutation reducido (aprox. 95% glutation
total) representa la sintesis del glutation, y que a pesar de que no aclara cuanto glutation oxidado se
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pudo haber generado por el estrés oxidativo generado por la glucosa, la disminucion del mismo pro-
vocado por la glucosa sigue siendo un factor indicador de oxidacion celular (Sekhar y col, 2011).

Por su parte, EXA aumento los niveles basales de GSH en condiciones basales (sin glucosa) con
sus dos concentraciones y logro revertir el efecto de la glucosa 11mM con su concentracion de
0,1pg/ml.

Por otro lado, las dos concentraciones ensayadas de NDGA lograron revertir la disminucion de la
sintesis del GSH producida por la glucosa 11mM sin afectar la produccién basal. Esto indica que el
NDGA seria el responsable de la actividad de EXA frente a la glucosa, pero otros compuestos serian
los responsables de la actividad de EXA en condiciones basales.

La disminucion de la proliferacion celular inducida por glucosa responde a una inducciéon de estrés
oxidativo y nitrosativo que llevan a la lipoperoxidacion y a la desorganizacién de la membrana celu-
lar. El estrés oxidativo y nitrosativo es inducido por el aumento en la produccion de TNFa y la dismi-
nucion de GSH.

Estrés nitrosativo
TNFalpha Aumento ON
GLUCOSA 14 | Lipoperoxidacion
Estrés oxidativo
‘ GSH Aumento de EROS

Inhibicionde la
proliferacion
celular

Frente a esta situacion ExA ejercié efecto antioxidante, disminuyendo los niveles de ON y de
ERO?’s. Estas acciones fueron suficientes para impedir la lipoperoxidacion y la disminucion de la pro-
liferacion celular inducidas por glucosa.

El NDGA ejerci6 efecto sobre el ON disminuyéndolo, pero no sobre las ERO’s. Estas acciones
fueron insuficientes o parciales para impedir la disminucién de la proliferacion celular inducida por
glucosa y fueron insuficientes para prevenir la lipoperoxidacion.

Para confirmar el efecto de ExXA y NDGA sobre el estrés nitrosativo y el oxidativo, visto ante-
riormente en presencia de glucosa, los macréfagos fueron sometidos a la presencia de un generador
de ERO’s hidrosolubles (AAPH), a un generador de peroxinitritos (SIN-1) 0 a una combinacion de
ambos para luego medir el efecto sobre citotoxicidad.

El SIN-1 es el metabolito activo de la droga vasodilatadora molisdomine. En solucién acuosa da
origgna ONya O,  (Feelisch y col, 1989; Feelisch 1991; Holm y col, 1998), cuya interaccion ter-
mina formando peroxinitrito (OONO )(Singh y col, 1999). Por otro lado, AAPH, es un generador de
radicales libres involucrados en la lipoperoxidacion. Cuando se descompone produce nitrégeno y
radicales de carbono, que pueden reaccionar con oxigeno molecular para producir radical peroxilo. El
AAPH es un inductor de lipoperoxidacion (He y col, 2013).

Ambas especies reactivas provocaron un aumento importante de la citotoxicidad, siendo mayor
con el inductor de ERO’s que con el de ERN’s. Ademas, cuando se combinaron los inductores solo se
logro ver el efecto de las ERO’s sin generar sinergismos.
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En condiciones basales ExA 10ug/ml demostro proteccion de los macrofagos frente al estrés basal
del cultivo celular, mientras el NDGA aumento la citotoxicidad.

Por otro lado, todas las concentraciones ensayadas de ExA y las relativas de NDGA previnieron la
citotoxicidad inducida por SIN -1, aunque en diferente proporcidn. Esto sugiere la participacion del
NDGA en esta respuesta ademas de otros compuestos.

Dado que SIN-1 es un generador de peroxinitritos, como se mencion0 anteriormente, es probable
que la actividad antioxidante de ExA frente a este estresor esté relacionada con la actividad elimina-
dora de peroxinitritos del NDGA (Floriano-Sanchez y col., 2006).

Por el contrario, mientras EXA fue capaz de prevenir la citotoxicidad inducida por AAPH, el
NDGA no lo hizo. Esto Gltimo sugiere que los compuestos que brindan proteccidn frente al estrés
oxidativo no sean los mismos implicados en la proteccion frente al estrés nitrosativo.

Nuevamente AAPH induce la formacion de O,*’, radical que podria estar siendo eliminado por la
actividad simil SOD de ExA, de ahi su efecto preventivo, pero no por el NDGA que tienen muy baja
actividad SOD vy solo la ejerce a altas concentraciones, mayores de 1 pg/ml. Ademas, concentraciones
menores presentan efecto prooxidante. Entre los compuestos que podrian estar previniendo el estrés
oxidativo se pueden citar a los polifenoles de ExA como los flavonoides: quercetina y acidos cafeil-
guinicos: &cido clorogénico, acido cafeico entre otros, que tienen una muy bien documentada activi-
dad antioxidante asociada a su capacidad de reducir metales (como el Fe) y de modular el sistema
antioxidante enzimatico (Perron y Brumaghim, 2009; Wang y Brumaghim, 2011).

Cabe remarcar que el efecto de proteccion por ExA fue mayor en el estrés nitrosativo que en el
oxidativo, y el NDGA present6 un efecto predominante.

Otros autores demostraron el efecto del NDGA en modelos de estrés nitrosativo inducido por di-
cromato de potasio en ratas donde observaron su poder preventivo sobre la nitracion de proteinas y de
la nefrotoxicidad in vivo (Canul y col, 2008).

Ante la combinacion de generadores de ERO’s y ERN’s la reversion de ExA y NDGA fue muy
marcada, logrando bajar los niveles de citotoxicidad de un 60% a 15-20% . En este caso, vemos que
el NDGA fue uno de los compuestos responsables mostrando mayor actividad que EXA en la concen-
tracion mas baja.

Esto se podria explicar teniendo en cuenta que SIN-1 induce la produccién de O,*" y ON y AAPH
induce O,*". Este Ultimo podria estar potenciando la transformacion de ON en peroxinitrito. Por lo
gue ExA al eliminar O,*,por actividad simil SOD y en conjunto con actividad simil CAT y Px, lleva-
ria a la menor produccion de peroxinitrito de SIN-1, logrando disminuir la citotoxicidad. EI NDGA
por su parte estaria eliminando ON lo que también llevaria a disminuir la citotoxicidad.

Estos resultados confirman el efecto antioxidante de ExA frente al estrés nitrosativo y oxidativo y
la participacion del NDGA principalmente en el efecto antinitrosativo de ExA, como se demostré en
presencia de glucosa. Por lo tanto, el efecto antioxidante de ExA en relacion a la eliminacién de
ERO’s estaria relacionado con la presencia de otros compuestos diferentes del NDGA.

Con el objetivo de estudiar el efecto antioxidante de ExA y NDGA en otro modelo de estrés oxida-
tivo, se probd el efecto de los mismos en glandulas submandibulares de ratas sometidas a la adminis-
tracion de STZ. En primer lugar, se determing el efecto de ExA y NDGA sobre los parametros oxida-
tivos y antioxidantes de glandulas de animales controles para ver si ExA 'y NDGA eran capaces de
modificar el balance antioxidante/oxidante en condiciones normales y basales
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Se demostro6 que ni ExXA ni NDGA modificaron el peso de las glandulas controles ni el contenido
de proteinas, por lo tanto, todas las determinaciones fueron expresadas por peso glandular.

Seguidamente se analiz6 el efecto de ExA y NDGA sobre las ERO’s. En la cavidad bucal el H,O,
es normalmente la ERO’s méas generada y abundante producida por los microorganismos orales, pero
también se produce durante el metabolismo fisioldgico por la conversién del O,*" a través de la acti-
vidad SOD (Pruitt y col, 1983; Geiszt y col, 2003).

Tanto ExA como NDGA lograron una disminucion de los niveles de H,O,, en las concentraciones
mas altas (500 y 1000 pg/ml de ExA). Esta disminucion concuerda con la activacion ejercida sobre la
Px , enzima que interviene en la degradacion de H,O, y la disminucion en la actividad SOD glandular,
enzima que interviene en su sintesis, no asi con la disminucién de la actividad CAT. Por otro lado, la
disminucidn del H,O, por la concentracion de 100ug/ml no se relaciond con la modulacion del extrac-
to sobre las enzimas involucradas en la degradacion y formacion del H,0..

Es bien sabido que, la enzima Px y la CAT intervienen en la degradacion del H,O, dando agua y
0,, mientras que SOD participa en la formacion de H,0, a partir del anion superoxido (Halliwell y
Gutteridge, 1990). Siguiendo este razonamiento, se esperaria que el O,*” aumente, como consecuencia
de la inactivacion que ejercié ExA (500 y 1000 pg/ml) sobre la actividad SOD (hecho que llevé a una
disminucién del H,0,) sin embargo, el O,*" permanecié disminuido probablemente porque EXA en
estas altas concentraciones (no asi con 100ug/ml) pudo estar inhibiendo las enzimas que participan en
la formacién de O,*", como la Xantino oxidasa, NADPH oxidasa y la lipooxigenasa. En este sentido
se sabe que el NDGA es un inhibidor de dichas enzimas (Paracatu y col, 2015) lo que apoya esta teo-
ria.

Por otro lado, el NDGA también produjo una disminucion en los niveles de H,0,, efecto que se
relaciond con el aumento de la actividad Px y SOD glandular, pero no con la disminucién de la activi-
dad CAT, salvo con la concentracion de 3,41 pg/ml, por lo que se explicé anteriormente. Méas aun
este resultado avala el efecto observado con el extracto sobre O,*", con la concentracién de 500 y
1000 pg/ml, concentraciones que contienen 1,5y 3,4 ug/ml de NDGA, respectivamente. Queda asi
confirmada la participacién de NDGA en la disminucién del H,O, y del O,*” asi como la modulacion
de las enzimas que intervienen en el control de dichas ERO’s.

Cabe destacar que el NDGA produjo mayor descenso de los niveles de H,O, que EXA (en concen-
traciones equivalentes), probablemente porque no solo aumentd la actividad Px sino porque si bien
disminuyo la actividad CAT glandular lo hizo en menor grado que el extracto, ademas de presentar
mayor actividad simil CAT. Estos resultados indican que la CAT juega un rol importante en el control
de H,0, en las glandulas normales. El Gnico caso en el no se observo relacion con el NDGA fue con
la disminucién de la actividad CAT ejercida por EXA en la concentracion de 1000ug/ml ya que la
cantidad de NDGA contenida en esta concentracion aumento la actividad.

Por otro lado, se debe discutir como se relacionan los efectos observados sobre las enzimas glandu-
lares con los efectos sobre la actividad de las enzimas estandar “in vitro” (ver capitulo “antioxidante
gral”). El aumento de actividad producido por EXA y NDGA sobre la Px glandular, pareceria deberse
a un mecanismo de activacion sobre la enzima, ya que ambos aumentaron la velocidad méxima de
eliminacion del H,0,. A esto debe sumarse el hecho de que tanto ExA como NDGA presentaron acti-
vidad simil Px. La disminucién de la actividad CAT glandular, también ejercida por EXA y NDGA
podria relacionarse con un mecanismo de inactivacion enzimatica como el producido sobre la CAT
estandar, en la que se observa disminucion de la velocidad méxima independientemente de la activi-
dad simil CAT observada con ExA y NDGA. Con respecto a la actividad SOD glandular, la disminu-



DISCUSION

cion producida pareceria no estar relacionada con el fenémeno de activacion observado con la SOD
estandar “in vitro”. Se podrian formular varias hipotesis al respecto: como una disminucion en la
expresion de estas enzimas (no evaluado en esta tesis), que EXA o NDGA actien como quelantes de
cationes, que son cofactores enzimaticos, lo que llevaria a la inactivacion de las enzimas o que como
hay una disminucion en los niveles de O,*" (sustrato) por la inhibicion de NDGA sobre la xantino
oxidasa y NADPH oxidasa, la enzima no actta o presente baja actividad.

Cabe remarcar que la presencia de enzimas antioxidantes en glandulas submandibulares ha sido
descrita previamente. Una de las enzimas méas importantes de la cavidad bucal y secretada a partir de
las glandulas submandibulares es la peroxidasa, si bien se describe la presencia de CAT y SOD, la Px
juega un rol fundamental ya que protege a la cavidad bucal de la lisis producida por el H,O, y OH*.
Por otro lado, la Px esté involucrada en la transformacion del tiocianato a acido hipotiocianoso e hipo-
tiocianito (dos compuestos con actividad antimicrobiana) (Carlsson, 1987). Mas aln, la Px es consi-
derada como un marcador de la funcionalidad de las glandulas salivales. Cabe destacar que, si bien
ExA 'y NDGA tienen actividad simil enzimatica, este efecto fue menor en comparacion con la activi-
dad observada en las glandulas, indicando una accion de estos sobre las enzimas o una suma de efec-
tos.

Con respecto al ON derivado del metabolismo basal, EXA no modifico los niveles basales de ON
pero si lo hizo el NDGA, que disminuyo los valores con sus concentraciones mas bajas. ExA podria
tener otros compuestos que se estén oponiendo al efecto del NDGA.

La oxidacion de lipidos y proteinas puede producirse en condiciones basales en relacion con la
presencia de H,O, y ON derivados fundamentalmente de la respiracién celular, como se explicé en la
discusion de actividad sobre macr6fagos. Un gran nimero de respuestas intracelulares estan regula-
das por ERO’s como: la regulacion de la produccion redox de ON, el estallido respiratorio de células
fagociticas mediado por NAD(P)H oxidasa, la regulacion del tono vascular por ON, como sensor de
cambios en la concentracion del oxigeno, la regulacion redox de la adhesion celular, la regulacion
redox de la respuesta inmune, la induccion de apoptosis, regulacion de la proliferacion celular entre
otros mecanismos. Por lo tanto, se estudio el efecto de EXA y NDGA sobre la oxidacion de lipidos y
proteinas.

Tanto ExA como NDGA disminuyeron ambos fendmenos en las concentraciones que disminuye-
ron los niveles de EROyN’s y que presentaron actividad antioxidante general, asi como actividad
simil Px y CAT significativa. Se podria decir que la disminucidn de la peroxidacion lipidica y de la
oxidacion de proteinas por NDGA en bajas concentraciones no se debi6 a la eliminacion del H,0, ya
gue en estas concentraciones no modificaron los niveles de H,O, pero si produjeron una gran dismi-
nucion en los niveles de ON, ademas de aumentar significativamente los niveles de GSH. Las concen-
traciones mas altas de NDGA contenidas en las concentraciones de 500 y 1000 pg/ml de EXA también
disminuyeron la oxidacion de lipidos y proteinas probablemente en relacion con la disminucion de los
niveles de H,O,. Cabe destacar que tanto la disminucién de la oxidacion de proteinas como de lipidos
fue mayor con el extracto que con el NDGA, probablemente en relacion con la mayor actividad anti-
oxidante general demostrada por ExA.

Cabe remarcar nuevamente que el NDGA present6 una respuesta anti-nitrosativa muy marcada; sin
embargo, no protegio totalmente a las proteinas y a los lipidos de la oxidacion basal, en comparacion
con ExA. Efectos que fueron demostrados en macréfagos.

Entonces, tanto ExA como NDGA modularon las enzimas antioxidantes en las glandulas subman-
dibulares de ratas en condiciones basales. EI aumento de la actividad Px glandular producida por el
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extracto fue consecuencia en parte por la accion del NDGA, si bien otros compuestos parecerian estar
involucrados en tal respuesta. La disminucion de la actividad CAT glandular producida por ExA se
relaciond totalmente con su contenido de NDGA, mientras que el aumento en la actividad SOD glan-
dular también se debid, por lo menos en altas concentraciones, al NDGA.

Para poder evaluar la actividad antioxidante en condiciones de estrés oxidativo, se utiliz6 un mode-
lo de estrés oxidativo en glandulas submandibulares por la administracion de estreptozotocina (STZ)
en ratas (Wu y col, 2008; Turner y col, 2011) y se evalo el estado oxidativo general de los animales
asi con el de sus glandulas.

Las ERO’s no solo se producen en las glandulas durante situaciones fisiologicas y en infecciones
sino en condiciones patoldgicas que cursan con estrés oxidativo como la Diabetes Mellitus. Esta re-
portado que los estados de hiperglucemia, caracteristicos de la diabetes, incrementan el estrés oxida-
tivo a través de la produccion de ERO’s (Hunt y col, 1988; Williamson y col, 1993). Estas ERO’s
estan también involucradas en la injuria a diferentes 6rganos como el corazon, higado y sistema ner-
vioso central (Soko y col, 1996). Mas aln, patologias bucales tales como periodontitis son alteracio-
nes frecuentes en pacientes diabéticos (Murrah, 1985). Por otro lado, es sabido que la administracion
de STZ conduce a un estado simil diabetes tipo 1 en ratas (Wu y col, 2008)

Luego de 10 dias, la administracion de una Unica dosis de STZ a ratas normales provoco un desba-
lance bioquimico e incrementd el estado oxidativo no solamente en el plasma sino también en las
glandulas submandibulares de los animales. Las ratas tratadas con STZ presentaron hiperglucemia, asi
como disminucién de las proteinas plasmaticas. Es sabido que la STZ es una droga diabetégena que
induce una enfermedad autoinmune gue resulta en la destruccién de los islotes del pancreas, con dis-
minucién en la secrecién de insulina y aumento de la glucemia (también como consecuencia de un
aumento en la expresion de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), lo que lleva a una situaciéon clinica de
diabetes dentro de 2-4 dias semejante a diabetes tipo | (Weiss, 1982; Perfumi y col, 1991).

La disminucion del peso corporal observado en los animales tratados con STZ, se relaciond con la
disminucién en el contenido de proteinas plasmaticas, indicando un catabolismo corporal que llevo a
una disminucién del peso corporal en el orden del 45%. También se sabe que el tratamiento con STZ
lleva a una severa perdida del peso corporal (Singh y col, 2005). Esta disminucién del peso corporal
también fue reportada por Akbarzadeh (Akbarzadeh y col, 2007) quien observo que luego de un corto
tiempo de haber sido administrada la STZ en una dosis de 60mg/kg el peso de las ratas adultas dismi-
nuyo significativamente.

Los animales tratados con STZ presentaron ademas disfuncion hepatica y renal que se manifestd
por el elevado nivel de creatinina y urea, asi como por el incremento en los niveles de enzimas hepati-
ca (AST) en comparacion con las ratas control. Esta situacion pudo haber sido provocada por la STZ
que ademas de ser una droga diabetdgena es hepatotdxica y nefrotdxica, pero también como conse-
cuencia del estado diabético que lleva a la enfermedad hepatica y dafio renal (SheybaniAsl y col.,
2014). Ademas, los animales tratados presentaron altos niveles de triglicéridos lo que es comin en un
estado diabético con relacion a la movilizacion de lipidos. Numerosos autores han reportado incre-
mentos en los niveles de lipidos asi como de AST y ALT en suero de pacientes diabéticos (Singh y
col, 2005; Ruzaidi y col, 2005).

En cuanto a las glandulas submandibulares, el peso de estas fue significativamente menor que los
controles (disminucidn del 25%). Este efecto se correlaciona con la disminucion del contenido protei-
co en las glandulas. Si bien se observo una disminucién significativa del peso glandular, no se obser-
varon cambios histolégicos ni en los acinos ni en los aductos glandulares. Esto podria deberse al
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tiempo en que las glandulas fueron procesadas luego de la administracion de STZ. Anderson (Ander-
son y col, 1994) observo una reduccion en la cantidad de células de los acinos de glandulas subman-
dibulares luego de 4-6 meses de la administracién de STZ y Cutler (Cutler y col, 1979) reporto una
acumulacion del material secretorio en el citoplasma, asi como cambios degenerativos, mientras que
luego de 3-12 semanas no produjeron ningun cambio.

Por otro lado, las glandulas de los animales tratados con STZ presentaron mayores niveles de
MDA, como producto de la lipoperoxidacion. Este incremento del 75% se correlaciona con los altos
niveles de glutation reducido. Se acepta que la hiperglucemia persistente del estado diabético conduce
a un aumento en los niveles de radicales libres y de la peroxidacion lipidica (Wollf & Dean, 1987).
Asi, altos niveles de MDA reflejan el dafio de las ERO’s sobre los lipidos celulares (West, 2000; Babu
y col, 2006). También se ha descrito que, tanto el H,0, como el O, producen peroxidacion lipidica,
oxidacion del ADN vy proteinas y desregulacién en la sintesis de ON (Gate y col, 1999) siendo esta
situacion toxica para las células de mamiferos como los fibroblastos (Tenovuo y Larjava, 1984) y
células epiteliales aisladas de la mucosa oral y tejidos gingivales (Hanstrom y col, 1983). Bajo esta
situacion, la presencia de ERO’s lleva a un aumento de las enzimas antioxidantes y al aumento de
antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular como el glutation (Mates, 2001). Cabe sefialar
gue la administracion de STZ aument6 la carbonilacién de proteinas, como signo del dafio de las
mismas por oxidacion. El incremento en grupos carbonilos (aldehidos y cetonas), que se producen en
las cadenas de las proteinas (especialmente en prolina, arginina, lisina y tirosina) ha sido observado en
otras patologias relacionadas con el estrés oxidativo como Alzheimer, inflamacidn de colon, y artritis
(Halliwel y Gutterdige, 1999).

El aumento en los niveles de H,O, y ON inducidos por STZ demuestra que la misma produjo es-
trés oxidativo y nitrosativo, en relacion a la lipoperoxidacion y a la carbonilacion producida. El in-
cremento en los niveles de ON fue confirmado por Western blot como consecuencia del aumento de
la expresion de la iINOS, enzima involucrada en la sintesis de ON. Por otro lado, el aumento en la
expresion de iNOS podria ser una consecuencia del incremento de H,0,, como fuera observado en
procesos inflamatorios en células Caco-2 (Banann y col, 2001) y por una disminucidn en la actividad
Px, ya que las peroxidasas también estan relacionadas con el metabolismo del ON (Brennan y col,
2002; Takahama y col, 2003). Por su parte, Davicino (Davicino y col, 2009) determiné que el aumen-
to de H,O, en células de linfoma (BW5147) se relaciona con un aumento en la expresion de iNOS. A
su vez, el aumento en los niveles de H,0, se correlaciono con la disminucion en la actividad Px (en-
zima encargada de su degradacion) y con el aumento de la actividad SOD (enzima involucrada en su
formacion) observada en las glandulas de animales tratados con STZ. Por otro lado, la disminucion en
los niveles de O,* podria estar relacionada con la mayor sintesis de H,O, (Halliwell & Gutteridge,
1990). La disminucion de la actividad Px se correlacion6 con la represion de la expresion de la misma
(confirmado por WB). Segun Klotz (y col, 2015) durante el estrés oxidativo el H,O, puede activar la
via del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1/PI3K/Akt), que inactiva a
la proteina FOXO, que es un factor transcripcional de la sintesis de enzimas antioxidantes. Esta inhi-
bicién podria explicar la regulacién hacia debajo de la Px inducida por la STZ.

El aumento en la actividad SOD, en concordancia con los resultados de este trabajo, también fue
observado por otros autores (Ibuki y col, 2010) en un estudio temporal de las enzimas antioxidantes
en glandulas submandibulares de ratas tratadas con STZ. Estos autores reportan un aumento en la
actividad SOD en animales sacrificados luego de 21 y 45 dias de administrada la STZ. También re-
portan un aumento en la actividad de glutation peroxidasa después de 7 a 21 dias de la administracion
de STZ, en contraposicion con los resultados hallados por nosotros. Una explicacion de esta discre-
pancia puede ser que ellos midieron actividad glutatién peroxidasa y en este estudio se determiné la
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actividad peroxidasa total. Sin embargo, otros trabajos concuerdan con nuestros resultados, ya que
determinan que la actividad peroxidasa total disminuye en glandulas submandibulares de animales
con diabetes inducida por aloxano (Anderson y Shapiro, 1979). Volviendo a los resultados obtenidos
sobre la SOD, se ha demostrado la participacion del H,O, en la activacién de Cu-Zn-SOD por oxida-
cion critica de grupos tioles, necesarios para su activacion (Ifiarrea y col., 2005). Se podria hipotetizar
entonces gue la activacién de la SOD podria ser resultado del incremento en los niveles de H,O, indu-
cidos por la STZ.

Estos resultados comprueban que la administracion de STZ provoco un estado de estrés oxidativo
general que también afecto a las glandulas submandibulares, las que finalmente se usaron como mo-
delo para analizar la accion de EXA y NDGA. Se destaca principalmente la disminucion de la activi-
dad Px glandular que llevo a aumentar los niveles de H,O, en relacion con la peroxidacion lipidica y
la oxidacidn de proteinas. Si el nivel de H,O, persistiera en el tiempo (asi como la disminucién de la
actividad Px) se esperaria la aparicion de enfermedades bucales. Frente a esta situacion el hallazgo de
extractos o compuestos con actividad antioxidante podria ser de suma importancia para contrarrestar
el desarrollo de patologias bucales.

Una vez evaluado el modelo de estrés oxidativo, se estudié el efecto antioxidante de EXA y NDGA
sobre las glandulas submandibulares de ratas tratadas con STZ.

Ni ExA ni NDGA modificaron el peso de las glandulas ni su contenido proteico disminuidos por la
STZ. Esto podria responder al hecho de que los estudios se hicieron “in vitro” en corto tiempo con lo
cual no se dio tiempo para ver una reversion como quizas se hubiera visto con un estudio “in vivo”.

Con respecto a las ERO’s, la reversion lograda con ExA y NDGA sobre el aumento de H,O, pro-
vocado por STZ guarda estrecha relacion no solo con la actividad simil Px presentada por ambos sino
también con el aumento que produjeron en la actividad de la Px glandular. Esto ultimo podria deberse
al aumento en la expresion de Px observado por WB, ademas de la activacion directa que ambos ejer-
cen sobre la enzima. La mayor disminucién producida por el extracto, en comparacion con el NDGA,
sobre los niveles de H,0O, se correlaciono con la mayor actividad producida sobre la Px glandular y
sobre la expresion de esta. Si bien el NDGA pareceria estar implicado en este efecto de EXA, este
tendria otros compuestos que estarian contribuyendo a su mayor efecto.

Cabe sefialar que la reversion, observada con ExA y NDGA del aumento de H,O, provocado por
STZ también podria deberse a la reversion de la disminucion de CAT que produjo la STZ. Si bien en
condiciones normales (sin STZ) ExXA y NDGA disminuyen la velocidad maxima de CAT, en las
glandulas de los animales tratados logran revertir la disminucién producida por STZ. Esto puede de-
berse a un aumento en la expresién de la enzima (fendmeno no estudiado en esta tesis) como sucede
con la Px independientemente del efecto inhibitorio observado en los estudios realizados sobre la
CAT pura.

Con respecto al anion superoxido, tanto ExA como NDGA revirtieron la disminucion en los nive-
les de este provocados por la STZ. Estos resultados se correlacionaron con la disminucién de la acti-
vidad SOD glandular producida por ambos, es decir, al haber menor actividad SOD y producirse me-
nor cantidad de H,O, aumentarian los niveles de O,*" (sustrato de la SOD), efecto que también se
produjo en animales controles. Una hipoétesis planteada seria la quelacion de cationes que actdan co-
mo cofactores de la enzima, como ya se explicé anteriormente, lo que conduciria a la inactivacion
enzimatica.

Por otro lado, la produccion de GSH sigue aumentadas en presencia de EXA y NDGA en animales
tratados con STZ, como un mecanismo de defensa frente al estado oxidativo inducido por la STZ.
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Con respecto al ON, la reversion en el aumento de los niveles ejercido por EXA 'y NDGA en los
animales tratados con STZ se correlaciona con la disminucion en la expresion de iNOS inducida por
ambos. Cabe destacar que el efecto producido por ExA fue 2 veces superior al ejercido por NDGA,
indicando la presencia de otros compuestos activos en el extracto ademéas del NDGA.

Ademas, tanto ExA como NDGA revirtieron la oxidacion de lipidos y de proteinas inducida por la
STZ, hecho que se relaciona con la disminucidon de las EROyN’s, principalmente H,O, y ON ademas
de la actividad antioxidante general que presentan ambos (ver inhibicion en la formacion de TBARS).
Nuevamente cabe sefialar que el efecto de ExA fue entre 1,12 y 4,7 veces mayor que el ejercido por el
NDGA. Estos resultados sugieren la presencia de otros compuestos que actuarian en sinergia con el
NDGA.

El hecho de que extractos de plantas puedan modificar la actividad enzimatica en tejidos y ejercer
actividad antioxidante también fue observado por otros autores.

Asi se describe que un extracto de Allium sativum presenta actividad antioxidante aumentando la
actividad SOD, Px y CAT en sangre y en homogenato de tejido miocardico, luego de someter a ratas a
diabetes experimental con STZ (Naderi y col, 2015). Extractos de hojas de Calophyllum inophyllum
también demostraron actividad antioxidante, incrementando la actividad de enzimas antioxidantes
CAT, Px, SOD en plasma de animales con diabetes inducida por STZ (Varsha y col, 2016)

En conclusion y en comparacion con los resultados obtenidos en macréfagos, ExA fue capaz de
revertir el estado oxidativo inducido por la STZ en las glandulas submandibulares, caracterizado por
el aumento de oxidacion de proteinas y lipidos, a través de la modulacién de las enzimas antioxidan-
tes, principalmente la Px. EI NDGA seria uno de los compuestos activos, pero no el Gnico involucrado
en la accion de ExA.

Para analizar el efecto de EXA sobre la glucemia y el estrés oxidativo en un modelo “in vivo” de
ratones con diabetes inducida por la administracion de STZ, primero se realiz6 un estudio sobre la
toxicidad sub-crénica en animales sanos para garantizar la inocuidad del extracto.

Trabajos previos del grupo de trabajo sobre la toxicidad sistémica y local, asi como la toxicidad
aguda y parte de estos resultados acerca de la toxicidad sub-crénica fueron publicados (Peralta y col,
2015).

Con respecto a la toxicidad aguda, el extracto presento baja toxicidad ya que la DLsy de EXA es de
4,4 g/kg, por lo que se lo considera no toxico (Kennedy y col, 1986) y no mostro ningun signo de
irritacion local ni dérmica u ocular.

Cuando se realiz0 el ensayo de toxicidad sub-crénica, con excepcion del nimero de eosindfilos, los
parametros hematoldgicos y bioquimicos permanecieron dentro del rango de referencia para los ani-
males control, ya que no se observaron cambios significativos entre los grupos. El analisis de los pa-
rametros sanguineos es relevante para la evaluacion del riesgo, ya que cualquier cambio en los siste-
mas hematoldgicos o bioquimicos tiene un mayor valor predictivo para la toxicidad humana, cuando
los datos se extrapolan de estudios en animales (Olson y col, 2000)

Los eosinofilos se localizan en los tejidos conectivos bajo la capa epitelial de la piel, los bronquios,
el tracto gastrointestinal y la pared del Gtero (Rytomaa, 1960). En individuos sanos, solamente un
pequefio numero de eosinofilos circula en la sangre donde permanecen por un corto periodo (3 a 8hs)
antes de entrar a los tejidos. Se produce eosinofilia de la sangre y de los tejidos en individuos con
enfermedades alérgicas o con infecciones por helmintos (Dessein y col, 1982). Se sabe que los eosi-
nofilos secretan una variedad de mediadores que podrian afectar el desarrollo de la inflamacion y
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estan involucrados en reacciones alérgicas. Los mas importantes de estos mediadores son los metabo-
litos del &cido araquidonico: acido 5-hidroxieicosatetraenoico (5-Hot) y leucotrieno C4
(LTC4)(Weller y col,1984) que estan implicados en el reclutamiento de otros eosinofilos. Algunas
drogas tales como corticoesteroides inducen eosinopenia asociada a la inhibicion de la sintesis de
leucotrienos y por lo tanto del reclutamiento de las células (Thorn y col, 1950). Por otro lado, los ra-
tones tratados con NDGA también presentaron eosinopenia. Se sabe que el NDGA es un inhibidor de
la 5-lipooxigenasa (West y col, 2004), por lo que podria estar implicado en la eosinopenia inducida
por ExA a través de la disminucion en la sintesis de leucotrienos. Es importante remarcar que, debido
a que el extracto no modifico el nivel de las aminotransferasas (ALT), el colesterol ni la creatinina,
que son indicadores de las funciones hepéticas y renales (Hilaly y col, 2004) y no indujo ningun dafio
histoldgico en estos érganos, se confirma la hipétesis de que el extracto no es toxico para estos Orga-
nos.

Estos resultados muestran que el extracto no presenté toxicidad luego se su administracion durante
28 dias consecutivos. Sin embargo, se ha atribuido toxicidad hepética al NDGA. EI NDGA fue utili-
zado hasta hace un tiempo como antioxidante para evitar la oxidacion de la manteca y grasas, pero la
FDA prohibi6 su uso. En los estudios de toxicidad realizados con el extracto y con las dosis de
NDGA presentes en las dosis de extracto ensayadas, no se manifesto esta toxicidad, porgue las con-
centraciones del mismo en el extracto son bajas, en 1000 mg/ml de extracto hay 3-4 mg/ml de NDGA.
Ademas, podria pensarse que en un extracto crudo otros compuestos, como los presentes en ExA,
podrian modular los efectos adversos del NDGA. Ademas, estd comprobado que el NDGA en concen-
traciones bajas es capaz de ejercer actividad antioxidante protegiendo a los tejidos de diferentes agre-
siones. Por ejemplo, cuando las concentraciones son bajas, el NDGA presenta efectos beneficiosos
como la inhibicion de enzimas que participan en procesos oxidativos ademas de actividad antimicro-
biana, por otro lado, ejerce efecto protector de la neurotoxicidad y toxicidad de vejiga (Goodman y
col, 2001; Shishido y col, 2001), actividad anticancer y efectos antimutagénicos (Huang y col, 2004;
Hofmanova y col, 2002; Seufferlein y col, 2002).

Teniendo en cuenta la actividad antioxidante de EXA en modelos “in vitro” biologicos y no biol6-
gicos, como en las glandulas submandibulares de ratas diabéticas, se decidid estudiar el efecto anti-
oxidante “in vivo” de ExA, ademas de su efecto sobre la glucemia, en un modelo de diabetes inducido
por la administracién de STZ en ratones (Wu y Huan, 2008).

Una vez establecido el diagnostico de diabetes en los animales, principalmente por los niveles de
glucemia alcanzados, se administro el extracto por la via oral y la via intraperitoneal (en grupos sepa-
rados) dado que la forma de administracion de las drogas es uno de los factores que mas afectan los
resultados de los métodos “in vivo”. Se seleccion0 la via intraperitoneal debido a que presenta una
rapida absorcion y la via oral pensando en un posible uso de EXA como coadyuvante del tratamiento
de la diabetes. Si bien la via oral puede resultar menos ventajosa debido a que la biodisponibilidad
y/o actividad de los compuestos puede verse afectada por una serie de factores como una variacion en
su absorcién por la presencia de alimentos, modificacién quimica debido al pH del estdmago y meta-
bolizacion parcial o total por efecto del primer paso hepético, los resultados de esta tesis confirman la
estabilidad, la solubilidad y la actividad del extracto después de la digestion en un medio simil gas-
trointestinal, y como discutiremos a continuacion esto se correlaciona con el hecho de que EXA man-
tenga su actividad en este ensayo “in vivo”.

Luego de la administracion de la STZ, se determino peridédicamente el peso corporal de cada ani-
mal, asi como su glucemia. Una vez terminado el tratamiento, los animales fueron sacrificados y se
les extrajo sangre para determinar triglicéridos, colesterol total y lipoperdxidos determinados como
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TBARS. También se realizaron andlisis histopatoldgicos de pancreas, higado y rifién por ser los 6rga-
nos frecuentemente afectados por la patologia diabética.

En primer lugar, se considero el efecto de ExA, por ambas vias, en condiciones basales de anima-
les controles, no tratados con STZ y observamos que, a excepcion de la disminucién de la lipoperoxi-
dacion provocada por la administracion oral, EXA no modifico significativamente ninguno de los
otros parametros: glucemia, colesterol, triglicéridos basales.

Si bien ya se habia demostrado el efecto inhibitorio de la peroxidacion lipidica de ExA “in vitro”,
el hecho que solo la administracién oral haya disminuido las TBARS podria deberse a una disminu-
cién de la absorcion de lipoperoxidos dietarios mas que a un efecto sobre la produccion endégena
basal.

Cuando se administré la STZ se provocé una alteracidn quimica de las células B del pancreas pro-
ductoras de insulina. Asi, en este grupo se observd que la glucemia aumento sostenidamente hasta
superar los 150 mg/ml, hecho que se produjo a los 20 dias de administrada la primera dosis de STZ.
Cabe recordar que el diagnostico de diabetes se realiza al observar dos glucemias consecutivas por
encima de los 126 mg/ml (American Diabetes Association, 2010; Ministerio de Salud R.A., 2012).
Fue en ese momento que se decididé empezar el tratamiento con ExA (dia 0). Es sabido que la admi-
nistracién de STZ genera catabolismo proteico y pérdida de peso corporal durante las primeras sema-
nas de su administracion (como ya se discutié en el modelo de glandulas submandibulares). Esto se
puede correlacionar con el menor y mas lento aumento del peso observado en el grupo STZ con res-
pecto al control.

Por otro lado, se hizo evidente el aumento de los triglicéridos, del colesterol y de la lipoperoxida-
cion. Estos fendmenos estan asociados intimamente con la diabetes. Por Gltimo, el analisis histopato-
I6gico sugirié una disminucién en el tamafio de las células de los islotes pancreéticos confirmando la
accion de la STZ. Sin embargo, no hubo diferencias histolégicas en los higados ni en los rifiones de
estos animales con los controles. En el estudio previo de administracion de STZ, modelo de glandulas
submandibulares, se evidenciaron alteraciones hepaticas y renales al analizar marcadores bioquimi-
cos. Es posible que para observar modificaciones histoldgicas se requiera un desarrollo crénico de la
enfermedad. Estos resultados demostraron el desarrollo de una enfermedad de tipo diabética y el con-
siguiente estrés oxidativo generado por la administracion de STZ. Por lo tanto, se analizo el efecto de
EXA bajo estas condiciones.

El objetivo primario de este estudio fue analizar el efecto antioxidante de ExA, pero los resultados
demostraron ademas su capacidad de disminuir niveles de glucemia aumentados en los ratones diabé-
ticos que fue mayor por via oral (33%) que por via i.p. (13%) en las primeras semanas del tratamiento.
Cuando fue administrado por via oral, ExXA provoco un descenso de la glucemia por debajo de los 126
mg/ml (similar a los valores del grupo control) que pudo mantener durante dos semanas. Al ser admi-
nistrado por via i.p. este efecto solo se mantuvo una semana y no fue tan significativo. Este hallazgo
no habia sido reportado previamente por ningun autor, si bien se sabe que una planta de la misma
familia que crece en México y Estados Unidos (Larrea tridentata) ha sido usada popularmente como
antidiabético (Winkelman, 1989). Teniendo en cuenta que la hiperglucemia provoca un aumento de
las EROyN’s y por consiguiente un aumento de la peroxidacion lipidica, la reversion del aumento de
los TBARS lograda por la administracién por ambas vias de ExA se podria relacionar, no solo con los
efectos antioxidantes demostrados en otros modelos, sino con el efecto hipoglucemiante del mismo.
Por lo tanto, se confirma el efecto antioxidante relacionado en este caso con un efecto hipoglucemian-
te en el contexto del estrés oxidativo provocado por la hiperglucemia inducida por STZ.
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Més aun, el metabolismo lipidico también se vio favorecido por el tratamiento con ExXA. Cuando
se administrd por via i.p., EXA revirti6 el aumento en los triglicéridos y cuando fue administrado por
via oral, revirtié el aumento del colesterol total. Como ya se discutié previamente, EXA protege a las
lipoproteinas de la oxidacién por varios mecanismos ademas de disminuir su concentracion plasmati-
ca.

Al analizar el peso corporal de los animales, vimos que la administracion i.p. de ExA impidid la
recuperacién del peso luego del descenso provocado por STZ y que por via oral lo disminuyd aun
mas. Si bien parece que la administracion oral de ExA prolonga el efecto de STZ y aumenta la dife-
rencia con respecto a los animales control, esta accion podria ser beneficiosa en pacientes con Diabe-
tes tipo 2 con sobrepeso y/u obesidad asociada, no asi en pacientes con Diabetes de tipo autoinmune
gue presentan bajo peso.

A continuacién, se discutira el posible mecanismo de accidn de EXA.

En el tratamiento convencional de la Diabetes se utilizan diferentes drogas hipoglucemiantes como
las sulfonilureas y las meglitinidas, y drogas antihiperglucemiantes como las biguanidas, los inhibido-
res de la glucosidasa, la exenatida (an&logo GPL-1), los inhibidores de la dipeptil-peptidasa-4 (DPP-4)
y las glitazonas. Las sulfonilreas (glipizida, gliburida y glimepirida) y las meglitinidas (repaglinida y
nateglinida) estimulan las células beta del pancreas para que liberen mas insulina. Las biguanidas
(metformina) reducen la cantidad de glucosa que produce el higado y hacen que el tejido muscular sea
mas sensible a la insulina, de modo que la glucosa pueda absorberse. Las tiazolidinedionas (rosiglita-
zona, troglitazona y pioglitazona) ayudan a que la insulina funcione mejor en el masculo y en el tejido
adiposo, y también reducen la produccion de glucosa en el higado. Los inhibidores de las alfa-
glucosidasas (acarbosa y miglitol) bloguean la descomposicion de almidones en el intestino y reducen
el ritmo de descomposicion de algunos azucares, impidiendo su absorcién. Debido a que actdan de
diferentes maneras, estos medicamentos pueden utilizarse de manera conjunta (Salvador Escorcia,
2009). Las drogas con accion hipoglucemiante suelen producir numerosos efectos adversos en rela-
cion al descenso de glucosa por debajo de los niveles basales como: temblor de labios y lengua, ham-
bre, nduseas, disminucion de funcion cerebral, letargia, confusion, agitacion y nerviosismo, aumento
de la actividad simpatica (taquicardia, sudoracion y temblor) y finalmente convulsiones, estupor y
coma. Los ancianos son mas sensibles a los efectos del farmaco por reduccién en su metabolismo y
eliminacion. La insulina produce hipoglucemia y las sulfoniltreas producen hipoglucemia y aumento
de peso; las tiazolidinedionas aumentan el riesgo de insuficiencia cardiaca, producen aumento de pe-
so, mayor tendencia a fracturas en mujeres y hepatotoxicidad; las meglitinidas aumentan el peso y
Ilevan a hipoglucemia; las biguanidas producen trastornos gastricos como dolor abdominal, nauseas,
diarrea, sin provocar hipoglucemia; la exenatida produce nauseas, vémitos, diarreas y pancreatitis y
los inhibidores de la a glicosidasa producen flatulencia (Goodman y Gilman, Ed. 12, 2012).

La disminucion de los niveles de glucemia inducida por ExA solo se manifesté cuando los valores
de la misma estaban aumentados por encima del basal (animales diabéticos) y en ningln caso dismi-
nuyo estos valores por debajo de los basales (en animales controles). Todo esto indicaria que el ex-
tracto es antihiperglucemiante mas que hipoglucemiante. Este efecto podria relacionarse con la re-
duccion de glucosa producida en el higado, con el aumento de la sensibilidad de los tejidos a captar
glucosa o0 a una disminucion en la absorcion de la misma.

En este sentido, debido a su composicion ExA podria actuar a través de diferentes mecanismos.
Por un lado, se determind en ExXA la presencia de fibra soluble. La fibra soluble esta dada por la pre-
sencia de mucilagos, pectina, y gomas. Es sabido que la fibra soluble disminuye la glucemia al inhibir
la absorcion intestinal de glucosa, pero también disminuye los triglicéridos y el colesterol (Lattimer,
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2010).Por ejemplo, la goma guar, endosperma pulverizado de la planta Cyanopsis tetragonolobus,
presenta una alta viscosidad en relacion al contenido de fibra soluble representada por polisacaridos
no absorbibles (galactomanano), que se caracterizan por retrasar y disminuir la absorcion de hidratos
de carbono de absorcién rapida como la glucosa. Su efecto se refleja como una disminucion de la
hemoglobina glicosilada. Impide que se produzcan picos postprandiales, disminuyendo los requeri-
mientos de insulina y farmacos antidiabéticos. Todo esto hace que la misma sea utilizada como coad-
yuvante en el tratamiento de la diabetes. La goma guar no es un hipoglucemiante sino un anti-
hiperglucemiante. Por lo tanto, no produce picos hipoglucémicos ni efectos metabdlicos de antidiabé-
ticos convencionales y esté indicada como tratamiento antidiabético en pacientes en que no es posible
conseguir un adecuado control glucémico con las medidas terapéuticas habituales (dieta, insulina o
antidiabéticos orales).

En este sentido la disminucién del peso, del colesterol y de los triglicéridos y de la glucemia pro-
vocados por ExA podria relacionarse con el contenido de fibra vegetal soluble (presente en un 50%
aprox.).

Por otro lado, EXA presenta polifenoles en su composicion entre los cuales se describieron flavo-
noides como quercetina, quercetina-3 metil éter y lignanos como NDGA, entre otros.

Se conoce que los flavonoides disminuyen los niveles de glucemia por diferentes mecanismos en
relacién a la cantidad, tipo y posicién de los residuos glicosilados que presentan (Pereira y col., 2011).
Uno de los mecanismos descriptos es la inhibicion de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Asi se le
atribuye actividad anti-hiperglucemiante, en ratas diabéticas, a un extracto acuoso y otro etanoélico de
B monandra por la presencia de flavonoides.

Se ha demostrado que flavonoides como kaempferritina, y kaempferol 3- neohesperidosido son
capaces de estabilizar los niveles de glucemia en ratas diabéticas. Por otro lado, los flavonoides quer-
cetina y rutina activan hexoquinasas y glucocinasas al mismo tiempo que inhiben la glucosa 6-
fosfatasa hepatica y la glucdgeno fosforilasa. Shimizu y col. (2000) demostraron que también estos
flavonoides son capaces de disminuir la absorcién de la glucosa. Segun Pereira y col. (2011) la dismi-
nucion de la absorcion de glucosa se deberia a una inhibicion del transportador de glucosa dependien-
te de sodio. A la rutina también se le atribuyen otras actividades antiglucémicas como incremento en
los niveles de insulina, péptido C, restauracion de niveles de glucagoén, actividad hexoquinasa y dis-
minucién de actividad glucosa 6 fosfatasa y fructosa 1,6 bifosfatasa.

Por otro lado, el efecto antioxidante de los polifenoles también esta involucrado en la actividad
anti-hiperglucemiante. Sabu y col. (2002) demostraron que los polifenoles presentes en un extracto
acuoso de Camelia sinensis estan involucrados en la disminucion de la glucemia en diabetes inducida
por aloxano en ratones. Alun mas, se demostrd que un extracto acuoso de té verde disminuye la gluco-
sa plasmaética a traves de la inhibicion de la peroxidacion hepéatica (Mendez y Bogle, 2015).

Algunos trabajos indican que los polifenoles contenidos en el té negro ayudarian a la regeneracion
de las células beta pancreéticas a través de su actividad antioxidante eliminando las especies de oxi-
geno y nitrégeno entre ellas, oxigeno singulete, anion superdxido y anidn radical hidroxilo lo que
explicaria su capacidad de disminuir los niveles de glucosa (Nirmalya y col., 2015).

Kobayashi y col. (2000) demostraron que las catequinas como la epigalocatequina galato presente
en el té verde, ademas de presentar actividad antioxidante, disminuye la captacion de glucosa intesti-
nal por interaccion con un transportador de glucosa sodio dependiente logrando disminuir los niveles
de glucosa. Mas aun, Wu y col. (2004) demostraron que la disminucién en los niveles de glucosa in-
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ducidos por té verde se relaciona con el incremento en la sintesis del transportador de glucosa GLUT
4.

Otros autores demostraron que polifenoles aislados de Penthorum chinense, estan involucrados en
la disminucién de los niveles de glucosa en ratas diabéticas a traves de la secrecion de insulina
(Huang y col., 2015; Nimse & Pal, 2015).

También se ha reportado que el NDGA presenta accion en la modulacién de los niveles de gluce-
mia. Se ha visto que el NDGA es capaz de disminuir la glucemia, en ratones en dos modelos de diabe-
tes tipo 1l (Luo y col., 1998). También presento actividad en un modelo de diabetes de tipo Il inducido
en ratas alimentadas con lipidos y tratadas con STZ, con un efecto similar a la metformina. En este
trabajo se demostr6é que el NDGA aumenta la disposicion de la glucosa y la lipolisis (Reed y col.,
1999). La concentracion de NDGA utilizada en estos trabajos fue de entre 0,08-0,25 g/kg/dia. Tenien-
do en cuenta la cantidad de NDGA presente en 1 g/kg/dia de ExXA, como se ensay6 en este trabajo de
tesis, la cantidad administrada equivaldria a 0,003 g/kg/dia de NDGA, es decir entre 25-100 veces
menor a las utilizadas en diferentes trabajos. Por lo tanto, es poco probable que el NDGA esté involu-
crado en este efecto, aunque podria sumarse al efecto de otros compuestos.

Teniendo en cuenta que la aterogénesis, la hiperglucemia y la alteracion en la funcionalidad de los
macr6fagos son consecuencia del estrés oxidativo durante las complicaciones de la diabetes, y que
EXA ejerce actividad antioxidante en relacion con la inhibicion de la peroxidacion, la proteccién de
las LDL, de los macrofagos ante altas concentraciones de glucosa, y la proteccion de las glandulas
salivales de ratas diabéticas, sumado a la baja toxicidad del mismo, sostienen la hipdtesis de que ExA
podria ser usado como coadyuvante terapéutico no solo para evitar las complicaciones de patologias
oxidativas sino también para controlar la glucemia y el metabolismo lipidico en enfermedades con
sindrome metabdlico como la diabetes.

Finalmente, EXA present6 estabilidad en medio gastrico ya que el NDGA, los polifenoles y flavo-
noides totales se mantuvieron en un porcentaje alto. EI aumento del % de NDGA recuperado, obser-
vado a los 120 min en medio gastrico, podria estar relacionado con la mayor solubilidad del NDGA
alcanzada luego de prolongarse la incubacion. Cabe destacarse que el NDGA es una molécula poco
soluble en medio acuoso, por lo que se ha de suponer que la misma aumenta con el tiempo de exposi-
cioén al solvente. Estos resultados también se condicen con la actividad antioxidante, la que es mante-
nida sin modificarse.

Por otro lado, en medio intestinal los flavonoides y polifenoles totales se vieron afectados. Algunos
trabajos demuestran la inestabilidad de flavonoides en determinados pH y frente a la presencia de
metales y ciertas enzimas (Xiang y col., 2017). Esta alteracion en medio intestinal hizo que el poder
reductor y la capacidad de eliminacion de radicales se viera afectada, pero en menor grado. Probable-
mente por la presencia del NDGA, que no se modificé y pudo compensar la degradacion de flavonoi-
des.

A pesar de haber desarrollado y validado un método robusto para la determinacion de NDGA en
plasma de rata, no se detectar su presencia en esa matriz luego de administrar EXA por via oral, por lo
que no se pudieron calcular las constantes farmacocinéticas. Dado que el NDGA se mantuvo estable
en el ensayo de digestion gastrointestinal simulada las diferentes variables farmacocinéticas (no eva-
luadas en esta tesis), como la absorcion y metabolizacion del NDGA, pueden ser responsables de este
fendmeno. Una lenta absorcion o una rapida metabolizacion pueden haber evitado una concentracion
plasméatica de NDGA dentro del limite de deteccidn. Para confirmar esta hipdtesis se deberia realizar



DISCUSION

el mismo ensayo administrando ExA por via endovenosa, evitando asi el primer paso hepatico y/o
realizar estudios de absorcién y metabolizacién microsomal.

Sin embargo, ExA demostro su actividad en modelos in vivo. Por lo que se puede asumir que di-
chas actividades se deben a la presencia de otros compuestos (como ya se discutidé oportunamente) o
de metabolitos activos del NDGA.
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CONCLUSIONES

e Se confirmo y cuantifico la presencia de NDGA y Rutina en ExA.

e EXA presenta una importante cantidad de polifenoles dentro de los que se destacan los flavo-
noides. En este caso se identifico la presencia de Dihidroquercetina, Quercetina-3-O-
arabinopiranosido, Quercetina-3-O-galactosido, Floretina y Epicatequina. También se detecta
la presencia de &cido clorogénico y acido cafeico.

o Esta tesis constituye el primer reporte de la presencia de Floretina, Epicatequina y Rutina en
un extracto acuoso de Larrea divaricata Cav.

e Se determino la composicion nutricional y mineral de EXA.

e EXA presentd actividad eliminadora de radicales libres, actividad preventiva en la oxidacion
de &cido linoleico y de los fosfolipidos del huevo y actividad preventiva de la formacion de
AGE’s. Estas actividades se deben a la accion de NDGA y de otros compuestos presentes en
EXA.

e EXA present6 actividad reductora de metales y su actividad se debi6é a compuestos diferentes
al NDGA.

e EXA presento actividad simil SOD y simil Px y el NDGA es el responsable de esta respuesta
junto a otros compuestos presentes en ExA.

e EXA presento actividad simil CAT y el NDGA es el compuesto responsable pero ademas el
extracto presenta otros compuestos que podrian oponerse a este efecto

e EXA aumento significativamente la velocidad maxima de Px y SOD estandar mientras que
disminuyo la velocidad maxima de CAT. EI NDGA es el responsable de la accion sobre SOD
y sobre la CAT, pero otros compuestos también estan involucrados en la accién sobre Px.

e Concentraciones bajas de EXA revirtieron la disminucién de la actividad PON-1 de la HDL
provocada por SIN-1. EI NDGA esté involucrado en esta accién.

e EXA disminuyo la formacion de dimeros y trimeros de la ApoA-1 durante la nitracion de la
HDL con SIN-1. EI NDGA es uno de los compuestos involucrados en esta accion.

e EXA revirtio el aumento en la formacion de TBARS en LDL causado por Cu™ en relacion in-
versa con su concentracion. EI NDGA esta involucrado en la actividad de las concentraciones
mas bajas del extracto.

e EXA revirti6 el efecto inhibitorio sobre la proliferacién celular inducida por la glucosa. Este
efecto se debe a la presencia de compuestos diferentes al NDGA.

e EXA revirtid el aumento en la produccion de ON provocado por la glucosa. EI NDGA es uno
de los compuestos involucrados en esta accion y otros compuestos presentes en EXA contra-
rrestan la actividad del NDGA.

e EXA revirtié el aumento de la produccion de ERO’s provocado por la glucosa. El NDGA no
esta involucrado en esta accion.

e EXA revirtio el aumento en la produccion de TBARS inducido por la glucosa. EI NDGA no
esta involucrado en esta accion.

e EXA present6 una respuesta bifasica ante el aumento de la produccion de TNF-o inducido por
glucosa que no se corresponde con su contenido de NDGA.

e EXA aumento la produccién de GSH en condiciones basales y revirtio la disminucion de los
niveles de GSH producidos por alta glucosa. EI NDGA esta involucrado en este efecto, pero
no es el Unico responsable.
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EXA revirtio la citotoxicidad inducida por SIN-1 y AAPH. EI NDGA esté involucrado en la
reversion del efecto provocado por estrés nitrosativo (SIN-1).

En Glandulas Submandibulares provenientes de Ratas Normales:

ExA fue capaz de disminuir los niveles basales de H,0, y O, en relacion con la presencia de
NDGA.
ExA disminuyd la oxidacion de proteinas y la lipoperoxidacion basal en relacion a la presen-

cia de NDGA y otros compuestos presentes.

ExA aumento la actividad Px en relacion al contenido de NDGA y de otros compuestos pre-
sentes; disminuyd la actividad SOD y CAT en relacion con el NDGA y aument6 la actividad
GR sin guardar relacién con el NDGA.

ExA aumentd los niveles de GSH sin guardar relacion con la presencia de NDGA.

En Glandulas Submandibulares provenientes de Ratas Diabéticas:

EXA revirtié por completo el aumento en los niveles de H,O, provocado por STZ. El NDGA
es uno de los compuestos involucrados en esta accion.

EXA logro revertir la disminucion de los niveles de O, provocada por STZ. El NDGA es el
compuesto responsable de esta accion.

EXA revirti6 el aumento de ON provocado por STZ y NDGA es responsable de esta accion
junto a otros compuestos.

EXA revirtio el aumento en la oxidacion de lipidos y proteinas provocado por STZ. Otros
compuestos ademas del NDGA estarian involucrados en esta accion.

EXA revirtio el efecto de STZ sobre la Px, CAT y SOD, el NDGA podria ser uno de los com-
puestos involucrados ademas de otros compuestos.

El tratamiento con STZ disminuyo la expresién de Px mientras que aumento la expresion de
iNOS. ExA logro revertir el efecto de STZ y el NDGA podria estar involucrado en esta ac-
cion.

En Ratones Sanos:

EXA no presenta toxicidad sub-cronica.
La administracion de ExA por via oral e i.p. no modifica la glucemia ni el peso corporal

En Ratones con Diabetes Inducida

La administracion oral de EXA revirtio el aumento de la glucemia inducido por STZ durante
las primeras dos semanas de tratamiento, manteniendo los niveles por debajo de 150 mg/ml;
disminuyo el peso corporal; revirtio el aumento del Colesterol y de la formacion de TBARS
inducidos por STZ y aumento la produccién de GSH.

La administracion intraperitoneal de ExA impidi6 la recuperacién del peso corporal; revirtié
el aumento de los Triglicéridos y de la formacién de TBARS provocados por STZ y disminu-
yo la produccién de GSH

Estudios Farmacocinéticos

No se detecta la presencia de NDGA en plasma luego de la administracion oral de ExA.
Los cambios que sufre el extracto durante el proceso de digestién simulada no afectan de ma-
nera significativa sus actividades antioxidantes.
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RESUMEN

El estrés oxidativo es causa y consecuencia de numerosas patologias que presentan elevada morbi-
mortalidad en la poblacion mundial, como por ejemplo la Diabetes Mellitus y sus complicaciones. En
esta situacion, los sistemas de defensa antioxidante resultan insuficientes para mantener la homeosta-
sis generando la necesidad de recurrir a terapias farmacolégicas. En este sentido, los extractos de
plantas poseen numerosos compuestos antioxidantes que pueden servir, al menos, como coadyuvantes
en los tratamientos.

En la Argentina se encuentra ampliamente distribuida Larrea divaricata Cav. que es un arbusto
gue posee actividad antioxidante reportada y se sabe que una especie norteamericana relacionada (La-
rrea tridentata) es usada popularmente para tratar la Diabetes. Por lo tanto, se propuso estudiar la
composicion fitoquimica de un extracto acuoso de L. divaricata (ExA), el mecanismo de su accion
antioxidante, en diferentes modelos de estrés oxidativo provocado por altos niveles de glucosa, su
toxicidad sub-crénica y sus parametros farmacocinéticos.

La caracterizacion fitogquimica de ExA se realizé a través de la cuantificacién de compuestos poli-
fenolicos, de flavonoides y de sus compuestos mayoritarios por HPLC, de la determinacién de los
grupos fitoquimicos de mayor presencia en extractos acuosos y de su composicién nutricional y mine-
ral. Ademas, se propuso identificar otros compuestos, polifenélicos, presentes en el extracto. En este
sentido, se logrd caracterizar a ExXA identificando y cuantificando sus compuestos mayoritarios, esta-
bleciendo un marcador fitoquimico: NDGA, reportando por primera vez la presencia de compuestos
flavonoides: Rutina, Floretina y Epicatequina y determinando su composicién nutricional y mineral.

Para analizar la farmacodinamia de ExA, se desarrollaron modelos no bioldgicos “in vitro” (activi-
dad antioxidante general), modelos bioldgicos “in vitro” en células del sistema inmune (macré6fagos)
incubadas con altas concentraciones de glucosa y en 6rganos como las glandulas submandibulares de
ratas con Diabetes inducida por la administracion de STZ, y un modelo “in vivo” en ratones con Dia-
betes inducida. Cabe mencionar que se evalu6 la actividad de ExA y de NDGA en paralelo para de-
terminar si dichos efectos se debian a la accion del NDGA (conocido antioxidante), a una sinergia
entre este y otros compuestos 0 a otros compuestos presentes en ExA.

Al analizar la actividad antioxidante general de EXA y NDGA se observo que en, su gran mayoria,
dicha actividad se debe a la sinergia entre el NDGA y otros compuestos presentes en el extracto. El
NDGA resulto ser el responsable de la modulacion de dos enzimas: SOD y CAT y no tuvo participa-
cién en la accion reductora de metales de ExA. Cuando se determind la actividad antioxidante en ma-
crofagos sometidos a altas concentraciones de glucosa se observo que la mayoria de los efectos de
EXA se deben a otros compuestos. EI NDGA estuvo implicado en la prevencion del estrés nitrosativo,
pero no seria el Unico responsable.

En el modelo de glandulas submandibulares de ratas, se observo que ExA logro revertir los efectos
oxidativos de la Diabetes inducida por la administracion de STZ. Nuevamente, la sinergia entre los
compuestos mostrd ser la responsable de la mayoria de los efectos observados.

Por otra parte, EXA no present6 toxicidad sub-crénica y su administracion por via oral y/o i.p. no
modifico la glucemia ni el peso de los animales. Sin embargo, la administracion oral de EXA revirtid
el aumento de la glucemia producido por la STZ en ratones.

Por altimo, se llevaron a cabo estudios farmacocinéticos con el fin de determinar la estabilidad de
ExA en el medio gastrointestinal y sus parametros farmacocinéticos. En primer lugar, los cambios que
sufre el extracto durante el proceso de digestion simulada no afectaron de manera significativa sus
actividades antioxidantes.
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En conclusion, EXA fue capaz de modular las EROyN’s y los sistemas antioxidantes en distintos mo-
delos siendo mas efectivo que su compuesto mayoritario aislado. Ademas, su actividad antihiperglu-
cemiante refuerza la potencialidad de ExXA como coadyuvante de patologias como la DM.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

Abiusso N., 1971. Digestibilidad de las jarillas (Larrea Spp.) y su posible aprovechamiento en la ali-
mentacion del ganado. Rev. Fac. Agr. La Plata 47: 37-44.

Abu-Amsha R., Croft K.D., Puddey I.B., Proudfoot J.M., Beilin L.J., 1996. Phenolic content of vari-
ous beverages determines the extent of inhibition of human serum and low-density lipoprotein oxida-
tion in vitro: identification and mechanism of action of some cinnamic acid derivatives from red wine.
Clin Sci (Lond) ;91(4):449-58.

Adams D.A., 1970. Study of the possibilities of treating creosote bush with NA(OH) to make a good
livestock feed. Master’s thesis. Sul Ross State, Univ. Alpine Tex., pp 51.

Aitken-Saavedra J., Rojas-Alcayaga G., Maturana-Ramirez A., Escobar-Alvarez A., Cortes-Coloma
A., Reyes-Rojas M., Viera -Sapiain V., Villablanca-Martinez C., Morales-Bozo 1., 2015. Salivary
gland dysfunction markers in type 2 diabetes mellitus patients. J Clin Exp Dent ; 7(4): e501-e505.

Akbarzadeh A., Norouzian D., Mehrabi M.R., Jamshidi S.H., Farhangi A., Allah Verdi A., Mofidian
S.M.A., Rad B.L., 2007. Induction of diabetes by streptozotocin in rats. Indian J. Clin. Biochem. 22,
60-64.

Akerele O., 1993. Nature's medicinal bounty: don't throw it away. World Health Forum, 14(4):390-5.

Alexander B., Browse D.J., Reading S.J., Benjamin I.S., 1999. A simple and accurate mathematical
method for calculation of the EC50. J Pharmacol Toxicol Methods. 41(2-3):55-8.

American Diabetes Association, 2010. Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus. Diabetes
Care. 2010 Jan; 33(Suppl 1): S62-S69.

Anderson, L.C., Shapiro, B.L., 1979. The effect of alloxan diabetes and insulin in vivo on peroxidase
activity in the rat submandibular gland. Arch. Oral Biol. 24, 343-345.

Anderson, L.C., Suleiman, A.H., Garret, J.R., 1994. Morphological effects of diabetes on the granular
ducts and acini of the rat submandibular gland. Microsc. Res. Tech. 27,61-70

Anesini C, Perez C., 1993. Screening of plants used in Argentine folk medicine for antimicrobial ac-
tivity. J Ethnopharmacol ;39(2):119-28.

Anesini C., Boccio J., Cremaschi G., Genaro A., Zubillaga M., Sterin Borda L., Borda E., 1997. In
vivo antitumoural activity and acute toxicity study of Larrea divaricata Cav. Extract. Phytotherapy
Research; Vol 11, 7; 521-523.

Anesini C., Ferraro G., Lopéz P., Borda E., 2001. Different intracellular signals coupled to the anti-
proliferative action of aqueous extract from Larrea divaricata cav and nor-dihydroguaiaretic acid on a
lymphoma cell line. Phytomedicine, 81(1): 1-7.

Anesini C., Ferraro G., Lépez P., Borda E., 2001. Different intracellular signals coupled to the anti-
proliferative action of aqueous crude extract from Larrea divaricata Cav. and nor-dihydroguaiaretic
acid on a lymphoma cell line. Phytomedicine ;8(1):1-7

Anesini C., Genaro A., Cremaschi G., Sterin Borda L., Borda E., 1999. Antimitogenic effect of Larrea
divaricata Cav.: participation in arachidonate metabolism. Comp Biochem Physiol C Pharmacol Toxi-
col Endocrinol ;122(2):245-52.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Anesini C., Genaro A., Cremaschi G., Sterin Borda L., Cazaux C., Borda E., 1996. Immunomodula-
tory Action of Larrea divaricata Cav. Fitoterapia, 67:329-333.

Anesini C., Genaro A., Cremaschi G., Sterin Borda L., Cazaux C., Borda E., 1996. Immunomodulato-
ry activity of Larrea divaricata. Fitoterapia ; 67: 329-334.

Anesini C., Turner S., Borda E., Ferraro G., Coussio J., 2004. Effect of Larrea divaricata Cav. extract
and nordihydroguaiaretic acid upon peroxidase secretion in rat submandibulary glands. Pharmacol
Res.;49(5):441-8.

Aren G., Sepet E., Ozdemir D., Dingcag N., Glivener B., Firatli E., 2003. Periodontal Health, Salivary
Status, and Metabolic Control in Children with Type 1 Diabetes Mellitus. J Periodontol ; 74: 1789-95.

Asfandiyarova N., Kolcheva N., Ryazantsev I., Ryazantsev V., 2007. Risk factors for stroke in type 2
diabetes mellitus. Diab Vasc Dis Res 3, 57-60.

Babu, P.V.A., Sabitha, K.E., Shyamaladevi, C.S., 2006. Therapeutic effect of green teaextract on oxi-
dative stress in aorta and heart of streptozotocin diabetic rats. Chem.Biol. Interact. 162, 114-120.

Bagheri S., Ahmadvand H., Khosrowbeygi A., Ghazanfari F., Jafari N., Nazem H., Hosseini R.H.,
2013. Antioxidant properties and inhibitory effects of Satureja khozestanica essential oil on LDL oxi-
dation induced-CuSO; in vitro. Asian Pac J Trop Biomed ;3(1):22-7

Bannan, A., Field, J.Z., Zhang, Y., Keshavarzian, A., 2001. iNOS upregulation mediatesoxidant-
induced disruption of F-actin and barrier of intestinal monolayers. Am. J.Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol. 280, G1234-G1246

Barrera G., 2012. Oxidative Stress and Lipid Peroxidation Products in Cancer Progression and Thera-
py. ISRN Oncol: 137289.

Basta G., Schmidt A., De Caterina R., 2004. Advanced glycation end products and vascular inflam-
mation: implications for accelerated atherosclerosis in diabetes. Cardiovascular Research, Volume
63, Issue 4, 582-592

Becherel P.A., Chosidow O., LeGoff L., Frances C., Debre P., Mossalayi M.D., Arock M., 1997. In-
ducible nitric oxide synthase and proinflammatory cytokine expression by human keratinocytes dur-
ing acute urticaria. Mol Med 3: 686-694.

Beckman J. S., Beckman T. W., Chen J., Marshall P. A. and Freeman B. A., 1990. Apparent hydroxyl
radical production by peroxynitrite: implications for endothelial injury from nitric oxide and super-
oxide. Proc Natl Acad Sci USA, 87, 1620-1624

Bertotto J.C., 1964. Flora medicinal de todas las regiones del mundo, 3ra edicion. Editorial Arenarial,
Buenos Aires, 347 pgs.

Blois M.S., 1958. Antioxidant Determinations by the Use of a Stable Free Radical. Nature, Volume
181, Issue 4617, pp. 1199-1200 (1958)

Bongiovanni G., Cantero J., Eynard A., Goleniowski M., 2008. Organic extracts of Larrea divaricata
Cav. induced apoptosis on tumoral MCF7 cells with an higher cytotoxicity than nordihydroguaiaretic
acid or paclitaxel.J Exp Ther Oncol.;7(1):1-7.

Bredt D.S., 1999. Endogenous nitric oxide synthesis: biological functions and pathophysiology. Free
Radic. Res. 31, 577-596.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Brennan, M.L., Wu, W., Fu, X., Shen, Z., Song, W., Frost, H., Vadseth, C., Narine, E.,Lenkiewicz, L.,
Borchers, M.T., Lusis, A.J., Lee, J.J., Lee, N.A., Abu-Soud, H.M.,Ischiropoulos, H., Hazen, S.L.,
2002. A tale of two controversies: defining both therole of peroxidases in nitrotyrosine formation in
vivo using eosinophil peroxidaseand myeloperoxidase-deficient mice, and the nature of peroxidase-
generatedreactive nitrogen species. J. Biol. Chem. 277, 17415-17427.

Brownlee M., 2001. Biochemistry and molecular cell biology of diabetic complications. Nature ;
414:813-20. 21

Butterfield D.A., Koppal T., Howard B., Subramaniam R., Hall N., Hensley K., Yatin S., Allen K.,
Aksenov M., Aksenova M., Carney J., 1998. Structural and functional changes in proteins induced by
free radical-mediated oxidative stress and protective action of the antioxidants N-tert-butyl-alpha-
phenylnitrone and vitamin E. Ann N.Y. Acad Sci 854, 448-462.

Cabrera A.L., 1968. Flora de la Provincia de Buenos Aires, tomo 1V, coleccion cintifica del INTA,
Buenos Aires, pp 30-35.

Cabrera A.L., 1976. Regiones fitogeograficas Argentinas. Enciclo. Agr. de Agr y Jard, Il (1): 1-85.

Carbonaro M., Grant G., Pusztai A., 2001. Evaluation of polyphenol bioavility in rat small intestine.
European Journal of Nutrition, 40: 84-90.

Carlsson J., 1987. Peroxidase: an important part of our defense against oxygen toxicity. J Oral Pathol,
vol.16, pp.412-416.

Carrillo M.C., Kanai S., Nokubo M., Kitani K., 1991. Derprenyl induces activities of both superoxide
dismutase and catalase but not glutathione peroxidase in the striatum of young male rats. Life Sci
1991; 48: 517-521.

Ceriello A., 2006. Oxidative stress and diabetes-associated complications. Endocr Pract 12 (l), 60-62.
Chan y Lotspeich, 1962

Cisneros E., Pupo Balboa J., Cespedes E., 1997. Enzimas que participan como barreras fisiologicas
para eliminar los radicales libres: glutation peroxidasa. Rev Cubana Invest Biomed; 16(1):10-15

Comision Europea DGXI, 1996. Recomendaciones para la Eutanasia de los animales de Experimenta
cion: Parte 1y 2.

Corrales L. y Munoz Ariza M., 2012. Estrés oxidativo: origen, evolucion y consecuencias de la toxi-
cidad del oxigeno. Ciencias biomédicas Vol 10 n 1.

Coskun O., Kanter M., Korkmaz A., Oter S., 2005. Quercetin, a flavonoid antioxidant, prevents and
protects streptozotocin-induced oxidative stress and beta-cell damage in rat pancreas. Pharmacol Res,
51(2):117-23.

Crespy y col., 2001

Cutler, L., Pinney, H., Christian, C., Russotto, S., 1979. Ultrastructural studies of rat submandibulary
glands in streptozotocin induced diabetes mellitus. Virchows Arch. 382, 301-311.

Das T.K., Mani V., Kaur H., Kewalramani N., De S., Hossain A., Banerjee D., Datta B.K., 2012. Ef-
fect of vitamin E supplementation on arsenic induced oxidative stress in goats. Bull Environ Contam
Toxicol.89(1):61-6.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Davicino R., Alonso R., Anesini C., 2010. Composiciones topicas para el crecimiento del cabello
CONICET- 12/05/2009 P 090101704. Boletin de Patentes, julio 2010, 44. Resolucion Nro
AR071713B1(15/12/2017)

Davicino R., Alonso R., Anesini C., 2011. “In vivo” and “in vitro” activity of Larreadivaricata Cav.
on EL-4 cells. Hum Exp Toxicol; 30: 965-971.

Davicino R., Genaro A.M., Cremaschi G., Anesini C., 2011. Leukotrienes antagonize the antiprolifer-
ative effect of Larrea divaricata Cav. on a lymphoma cell line interfering with cAMP intracellular
level and PKC activity. Cancer Invest.;29(1):29-36.

Davicino R., Manuele M.G., Turner S., Ferraro G., Anesini C., 2010. Antiproliferative activity of
Larrea divaricata Cav. on lymphoma cell cine: Participation of Hydrogen Peroxide in its action. Can-
cer Investigation; 28: 13-22.

Davicino R., Mattar A., Casali Y., 2006. Activation and apoptosis of mouse peritoneal macrophages
by extracts of Larrea divaricata Cav. (jarilla). International Immunopharmacology 6 (13-14): 2047—
2056.

Davicino R., Mattar A., Casali Y., 2007. In vivo immunomodulatory effects of aqueous extracts of
Larrea divaricata Cav.. Immunopharmacology and Immunotoxicology 29 (3-4): 351 — 366.

Davicino R., Mattar M., Casali Y., Correa S., Pettenati E., Micalizzi B., 2007. Actividad antifungica
de extractos de plantas usadas en medicina popular en Argentina. Rev peru biol 14(2): 247-251.

Davicino R., Peralta I., Martino R., Alonso R., Anesini C., 2015. Preventive Anti-Inflammatory Ac-
tivity of an Aqueous Extract of Larrea Divaricata Cav. And Digestive and Hematological Toxicity. Int
J Pharm Sci Res; 6(8): 3215-23.

Davicino, R., Manuele, M.G., Ferraro, G., Micalizzi, B., Anesini, C., 2009. Modulatory effectof hy-
drogen peroxide on tumoral lymphocytes proliferation. Immunopharmacol. Immunotoxicol. 31, 130-
139

De Coursey T.E. y Ligeti E., 2005. Regulation and termination of NADPH oxidase activity. Cell Mol
Life Sci., 62(19-20):2173-93

Del Vitto L.A., Petenatti E.M., 1997. Herbal resource of San Luis (Argentina) First part: native plants.
Multequina.6: 49-66

Dessein A.J., Vadas M.A., Nicola N.A., Metcalf D., David J.R., 1982. Enhancement of human blood
eosinophil cytotoxicity by semi-purified eosinophil colony-stimulating factor(s). J. expo Med; 156; 90

DHEW Publication No. (NIH) 80-23, Office of Science and Health Reports, DRR/NIH, Bethesda,
MD 20205.

Dimmeler S., Lottspeich F. and Brune B., 1992. Nitric oxide causes ADP-ribosylation and inhibition
of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Biol Chem 267, 16771-16774

Dodge N., 1968. The desert wildflowers. SW Monuments Assoc. Phoenix, Arizona, pp 67.

Dorado Lambert A. y Revilla Montero J., 2000. Radicales libres de oxigeno y distress respiratorio
agudo. Rev Cubana Pediatr v.72 n.3 Ciudad de la Habana

Droge W., 2002. Aging-related changes in the thiol/disulfide redox state: implications for the use of
thiol antioxidants. Exp Gerontol; 37(12):1333-45.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Droge W., 2011. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev 82, 47-95.

Ekor M., 2013. The growing use of herbal medicines: issues relating to adverse reactions and chal-
lenges in monitoring safety. Front Pharmacol; 4: 177.

Elmali E., Altan N., Bukan N., 2004 Effect of the Sulphonylurea glibenclamide on liver and kidney
antioxidant enzymes in streptozocin-induced diabetic rats. Drugs R D ;5(4):203-8.

Erejuwa 0.0., 2012. Oxidative stress in diabetes mellitus: is there a role for hypoglycemic drugs
and/or antioxidants. Oxid. Stress Dis., 217—246.

Fang Yun-Zhong, Yang Sheng, Wu Guoyao, 2002. Free radicals, antioxidants, and nutrition. Nutrition
18, 872-879.

Farmacopea Argentina 7ma Ed., 2003. Decreto N° 202. Buenos Aires, Republica Argentina

Feelisch M., Ostrowski J. and Noack E., 1989. On the mechanism of NO release from syd-
nonimines.J. Cardiovasc. Pharmacol.14, S13+S22

Feelisch M.,1991. The biochemical pathways of nitric oxide formation from nitrovasodialators: ap-
propriate choice of exogenous NO donors and aspects of preparation and handling of aqueous NO
solutions. J Card Pharm 17, 25£S33

Ferreira I.C.F.R., Baptista P., Vilas-Boas M., Barros L., 2007. Free radical scavenging capacity and
reducing power of wild edible mushroom from northeast Portugal: Individual cap and stipe activity.
Food. Chem 100, 1511-1516.

Filip R., Ferraro G., 2003. Researching on new species of “Mate”: llex brevicuspis. Phytochemical
and pharmacology study Eur J Nutr 42: 50-54

Floriano-Sanchez E., Villanueva C., Medina-Campos O.N., Rocha D., Sanchez-Gonzalez D.J., Car-
denas-Rodriguez N., Pedraza-Chaverri J., 2006. Nordihydroguaiaretic acid is a potent in vitro scaven-
ger of peroxynitrite, singlet oxygen, hydroxyl radical, superoxide anion and hypochlorous acid and
prevents in vivo ozone-induced tyrosine nitration in lungs. Free Radical Res 40(5): 523-533

Fonseca S.G., Roméao P.R., Figueiredo F., Morais R.H., Lima H.C., Ferreira S.H., Cunha F.Q., 2003.
TNF-alpha mediates the induction of nitric oxide synthase in macrophages but not in neutrophils in
experimental cutaneous Leishmaniasis. Eur J Immunol; 33(8):2297-306.

Freidovich 1., 1999. Fundamental aspects of reactive oxygen species, or what’s the matter with oxy-
gen? Ann. N.Y. Acad. Sci. 893, 13.

Garcia-Alcover B., 1950. Medicina herbaria chilena. México. La vida naturista. pp 351.

Gaté L., Paul J., Ba G.N., Tew K.D., Tapiero H., 1999. Oxidative stress induced in pathologies: the
role of antioxidants. Biomed Pharmacother. 53(4):169-80.

Geiszt M., Witta J., Bay J., Lekstrom K., Leto T.L., 2003. Dual oxidases represent novel hydrogen
peroxide sources supporting mucosal surface host defense. FASEB J, vol 17, pp 1502-1504.

Giugliano D., Ceriello A., Paolisso G., 1995. Diabetes mellitus, hypertension, and cardiovascular
disease: which role for oxidative stress? Metabolism 44 (3), 363-368.

Goodman & Gilman’s, 2012. The Pharmacological Basis of Therapeutics- 12th Ed. (2012)



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Goodman Y., Steiner M.R., Steiner S.M., Mattson M.P., 2001. Nordihydroguaiaretic acid protects
hippocampal neurons against amyloid beta-peptide toxicity and attenuates free radical and calcium
accumulation. Brain Res ;654:171-6.

Gugliucci A. y Menini T., 2002 The botanical extracts of Achyroclinesatureoides and llex paraguar-
iensis prevent methylglyoxal-induced inhibition of plasminogen and antithrombin Il1. Life Sci.
72(3):279-92.

Gugliucci A. y Stahl A.J., 1995. Low density lipoprotein oxidation is inhibited by extracts of llex
paraguariensis. Biochem Mol Biol Int. 35(1):47-56.

Gugliucci A., 1996. Antioxidant effects of llex paraguariensis: induction of decreased oxidability of
human LDL in vivo. Biochem Biophys Res Commun.;224(2):338-44.

Gugliucci A., Bastos D., Schulze J., Souza M., 2009. Caffeic and chlorogenic acids in llex paraguar-
iensis extracts are the main inhibitors of AGE generation by methylglyoxal in model proteins. Fitot-
erapia, Vol 80, Issue 6, 339-344, Elsevier.

Gugliucci A., Menini T., 2015.Paraoxonase 1 and HDL maturation. Clin Chim Acta.;439:5-13.

Gulcin 1., 2006. Antioxidant activity of caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid). Toxicology, 217(2-
3):213-20.

Gutiérrez-Salinas J., Mondragdn-Teréan P., Garcia-Ortiz L., Hernandez-Rodriguez S., Ramirez-Garcia
S., Nufiez-Ramos N., 2014. Breve descripcion de los mecanismos moleculares de dafio celular provo-
cado por los radicales libres derivados de oxigeno y nitrégeno. Rev Esp Méd Quir;19:446-454.

Gutteridge J., Mitchell J., 1999. Redox imbalance in the critically ill. British Medical Bulletin, VVol-
ume 55, Issue 1, Pages 49-75.

Habermehl G., Christ B., 1974. Free steroids in Larrea divaricata. Phytochemistry. 13 (7): 1293-1294.

Halliwell B., 1994. Free radicals, antioxidants, and human disease: curiosity, cause, or consequence?
Lancet 344, 721-724.

Halliwell B., Gutteridge J., 1999. Free radicals in biology and medicine. 5th ed., Univ. PressNY: Ox-
ford.

Halliwell B., Gutteridge J.M., Cross C.E., 1992. Free radicals. Antioxidants and human disease:
Where are we now. Journal of Laboratory and Clinical Medicine 119: 598-620

Halliwell B., Gutteridge, J.M., 1990. Role of free radicals and catalytic metal ions in human disease:
an overview. Methods Enzymol. 186, 1-85.

Hanneken A., Lin F.F., Johnson J., Maher P., 2006. Flavonoids protect human retinal pigment epithe-
lial cells from oxidative-stress-induced death. Invest Ophthalmol Vis Sci., 47(7):3164-77

Hénstrom L., Johansson A., Carlsson J., 1983. Lactoperoxidase and thiocyanate protect cultured
mammalian cells against hydrogen peroxide toxicity. Med. Biol. 61, 268-274.

He R.R., Li Y. Li X.D., YiR.N., Wang X.Y., Tsoi B., Lee K.K., Abe K., Yang X., Kurihara H.,
2013. A new oxidative stress model, 2,2-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride induces cardio-
vascular damages in chicken embryo. PLoS One. 2013;8(3).



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Hermo R., Mier C., Mazzota M., Tsuji M., Kimura S., Gugliucci A., 2005. Circulating level of nitrat-
ed apolipoprotein A-1 are increased in type 2 diabetic patients. Clin Chem Lab Med, 2005; 43(6):601-
606.

Herzog V., Fahimi H.D., 1973. A new sensitive colorimetric assay for peroxidase using 3,3-
diaminobenzidine as hydrogen donors. Anal Biochem. 55: 554-562

Hieronymus J., 1882. Plantae diaphoriacea florae Argentinae. Boletin de la Academia Nacional de
Ciencias (Cérdoba) 4: 199.

Hilaly J.E., Israili Z.H., Lyoussi B., 2004. Acute and chronic toxicological studies of Ajuga iva in
experimental animals. J Ethnopharm ; 91: 43-50.

Hodges R.R., Dicker D.M., Rose P.E., Dartt D.A., 1992. Alpha 1 adrenergic and cholinergic agonist
use separate signal transduction pathway in lacrimal gland. Am. J. Physiol. 262, G1087-G1096.

Hofmanova J., Soucek K., Pachernik J., Kovarikova M., Hoferova Z., Minksova K., 2002. Lipoxy-
genase inhibitors induce arrest of tumor cells in S-phase of the cell cycle. Neoplasma ;49:362—7.

Holm P., Kankaanranta H., Metsa-Ketela T. and Moilanen E., 1998. Radical releasing properties of
nitric oxide donors GEA 3162, SIN-1 and S-nitroso-N-acetylpenicillamine. Eur. J. Pharmacol. 346,
97+102.

Huang D., Jiang Y., Chen W., Yao F., Huang G., Sun L., 2015. Evaluation of hypoglycemic effects of
polyphenols and extracts from Penthorum chinense. J Ethnopharmacol.163:256-63.

Huang J.K., Chen W.C., Huang C.J., Hsu S.S., Chen J.S., Cheng H.H., 2004. Nordihydroguaiaretic
acidinduced Ca2+ handling and cytotoxicity in human prostate cancer cells. Life Sci ;75:2341-51.

Hunt J.V., Dean R.T., Wolff S.P., 1988. Hydroxyl radical production and autoxidativeglycosylation.
Biochem. J. 256, 205-212.

Hunziker J., Palacios R. 1969. Hibridacién natural en especies sudamericanas de Larrea (Zygophylla-
ceae). Kurtziana 5: 55-66.

Hye-Lin Ha, Hye-Jun Shin, Feitelson M.A., Dae-Yeul Yu, 2010. Oxidative stress and antioxidants in
hepatic pathogenesis. World J Gastroenterol; 16(48): 6035-6043.

Ibuki, F.K., Simdes, A., Nogueira, F.N., 2010. Antioxidant enzymatic defense in salivary glands of
streptozotocin-induced diabetic rats: a temporal study. Cell Biochem. Funct. 28, 503-508.

Idris 1., Donnelly R., 2009. Sodium-glucose co-transporter-2 inhibitors: an emerging new class of oral
antidiabetic drug. Diabetes Obes Metab.;11(2):79-88.

Inarrea P., Moini H., Rettori D., Han D., Martinez J., Garcia l., Fernandez-Vizarra E., lturralde M.,
Cadenas E., 2005. Redox activation of mitocondrial intermembrane space Cu,Zn-superoxide dis-
mutase. Biochemical Journal;387: 203-209

Jian Luo, Chuang T., Cheung J., Quan J., Tsai J., Sullivan C., Hector R., Reed M., Meszaros K., King
S., Carlson T., Reaven G., 1998. Masoprocol (nordihydroguaiaretic acid): a new antihyperglycemic
agent isolated from the creosote bush Larrea tridentata. European Journal of Pharmacology 346. 77—
79

Johansen Schultz J., Harris A., Rychly D., Ergul A., 2005. Oxidative stress and the use of antioxidants
in diabetes. Cardiovas Diabetol 4, 5.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Karakaya S., 2004. Bioavailability of phenolic compounds. Crit Rev Food Sci Nutr; 44(6):453-64.

Kennedy G.L., Ferenz R.L., Burgess B.A., 1986. Estimation of acute oral toxicity in rats by determi-
nation of the approximate lethal dose rather than the LD50. J Appl Toxicol; 6: 145-148.

Klotz L., Sdnchez-Ramos C., Prieto-Arroyo I., Pavel U., Steinbrenner H., Monsalve M., 2015. Redox
regulation of FoxO transcription factors. Redox Biol.; 6: 51-72.

Kobayashi Y., Suzuki M., Satsu H., Arai S., Hara Y., Suzuki K., Miyamoto Y., Shimizu M., 2000.
Green tea polyphenols inhibit the sodium-dependent glucose transporter of intestinal epithelial cells
by a competitive mechanism. Agric Food Chem. 48(11):5618-23.

Komabayashi T., Ikeda T., Suda K., Izawa T., 2000. Beta-adrenergic receptors and adenylate cyclase
activity in parotid acinar cells from acute streptozotocin induced diabetic rats. Res Commun Mol
Pathol Pharmacol 107(3-4):311-22.

Kono Y., Kobayashi K., Tagawa S., Adachi K., Ueda A., Sawa Y., Shibata H., 1997. Antioxidant
activity of polyphenolics in diets. Rate constants of reactions of chlorogenic acid and caffeic acid with
reactive species of oxygen and nitrogen. Biochim Biophys Acta ;1335(3):335-42.

Kuhn M. y Winston D., 2008. Herbal Therapy and Supplements. New York, Lippincott Williams &
Wilkins.

Kuppusamy U.R., Indran M., Balraj B.R.S., 2002. Antioxidant effects of local fruits and vegetable
extracts. Journal of Tropical Medicinal Plants, 3(1), 47-53.

Lambert J.D., Zhao D., Meyers R.O., Kuester R.K., Timmermann B.N., Dorr R.T., 2002. Nordihy-
droguaiaretic acid: hepatotoxicity and detoxification in the mouse. Toxicon; 40(12):1701-8.

Larkins N., Wynn S., 2004. Pharmacognosy: Phytomedicines and their mechanisms. Vet Clin North
Am Small Anim Pract ;34(1): 291-327.

Lattimer J.M. y Haub M., 2010. Effects of Dietary Fiber and Its Components on Metabolic Health
Nutrients. 2010 Dec; 2(12): 1266-1289.

Lee H.B,, Yu M.R,, Yang Y., Jiang Z., Ha H., 2003. Reactive oxygen speciesregulated signaling
pathways in diabetic nephropathy. J Am Soc Nephrol; 14 (8 Suppl. 3):S241-5

Lena M.L., Barlow P., 2004. Flavonoid recovery and stability from Ginkgo biloba subjected to a sim-
ulated digestion process. Food Chemistry 86; 195-202

Levine R.L., Garland D., Oliver C.N., Amici A., Climent I., Lenz A., Ahn B.W., Shaltiel S., Stadtman
E.R.., 1990. Determination of carbonyl content in oxidatively modified proteins. Methods Enzymol
vol 186, pp 464-78.

Lin C.C., Hsu Y.F., Lin T.C., 2001. Antioxidant scavenging effects of tannins of Teminalia Catapa L.
Anticancer Research, 21(1A) 237-243.

Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randall R.J., 1951. Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J Biol Chem.193(1):265-75.

Luo J., Chuang T., Cheung J., Quan J., Tsai J., Sullivan C., Hector R.F., Reed M.J., Meszaros K.,
King S.R., Carlson T.J., Reaven G.M., 1998. Masoprocol (nordihydroguaiaretic acid): a new antihy-
perglycemic agent isolated from the creosote bush (Larrea tridentata). Eur J Pharmacol. 346(1):77-9.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Mabry T.J., Difeo D.R, Sakakibara M., 1977. The natural products: chemistry of Larrea. In T.J.
Mabry, J.H. Hunziker, D.R. Difeo, eds. Creosote Bush Biology and Chemistry of Larrea in New
World Desserts, HutchinSon & Ross Inc., Dowden, Stroudsburg.

MacRae F., Yancey P., Davies S., Gray W., Linton E., Vickers K., 2015. The Role of Lipids and Lip-
oproteins in Atherosclerosis. Endotext .

Maestri D.M., Nepote V., Lamarque A.L., Zygadlo J.A., 2006. Natural products as antioxidants Phy-
tochemistry: Advances in Research: 105-135

Mammen D., Daniel M., 2012. A critical evaluation on the reliability of two aluminum chloride chela-
tion methods for quantification of flavonoids. Food Chem. 135(3):1365-8.

Maritim A.C., Sanders R.A., Watkins J.B., 2003. Diabetes, oxidative stress, and antioxidants: a re-
view. J. Biochem. Mol. Toxicol. 17 (1),24-38.

Martino R., Barreiro Arcos M.L., Alonso R., Stilsen V., Cremaschi G., Anesini C., 2016. Polyphenol
rich fraction from Larrea divaricata and its main flavonoid quercetin-3-methyl ether induce apoptosis
in lymphoma cells through nitrosative stress. Phytother Res. 2016 Jul; 30 (7):1128-36.

Martino R., Canale F., Siilsen V., Alonso R., Davicino R., Mattar A., Anesini C., Micalizzi B., 2014.
A fraction containing kaempferol-3,4" -dimethylether from Larrea divaricata Cav. induces macrophag-
es activation on Candida albicans infected mice. Phytotherapy Research 28: 917-924.

Martino R.F., Davicino R.C., Mattar M.A., Casali Y.A., Correa S.G., Anesini C., Micalizzi B., 2010.
In vitro immunomodulatory effects of fractions obtained from aqueous extracts of Larrea divaricata
Cav (Jarilla) on mouse peritoneal macrophages. Immunopharmacol Immunotoxicol; 32(1):125-32.

Martino R.F., Davicino R.C., Mattar M.A., Casali Y.A., Correa S.G., Micalizzi B., 2011. In vivo ef-
fect of three fractions of Larrea divaricata Cav. (jarilla) on the innate immune system: macrophage
response against Candida albicans. Mycoses; 54(6):e718-25.

Mata A.D., Marques D., Rocha S., Francisco H., Santos C., Mesquita M.F., Singh J., 2004. Effects of
diabetes mellitus on salivary secretion and its composition in the human. Mol Cell Biochem ;261(1-
2):137-42.

Matés, J.M., 2001. Effects of antioxidant enzymes in the molecular control of reactiveoxygen species
toxicology. Toxicology 153, 83-104.

Mattei R., Paz Barros M., Galvéo S.M., Bechara E.J., de Araujo Carlini E.L., 2001. Heteropteris aph-
rodisiaca O. Machado: effects of extract BST 0298 on the oxidative stress of young and old rat brains.
Phytother Res; 15(7):604-7

Mendes M. y Bogle D., 2015. Evaluation of the Effects and Mechanisms of Bioactive Components
Present in Hypoglycemic Plants. International Journal of Chemical and Biomolecular Science Vol. 1,
No. 3, 2015, pp. 167-178

Menini T., Heck C., Schulze J., de Mejia E., Gugliucci A., 2007. Protective action of llex paraguar-
iensis extract against free radical inactivation of paraoxonase-1 in high-density lipoprotein. Planta
Med ;73(11):1141-7.

Micucci P., Alonso M. R., Turner S., Davicino R., Anesini C., 2011. Antioxidant and Antimicrobial
Activities of Larrea Divaricata Cav. Aqueous Extract on Vitamin C from Natural Orange Juice. Food
and Nutrition Sciences 2(01):35-46.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ministerio de Salud de la Republica Argentina, 2012. Guia préctica clinica nacional sobre prevencion,
diagnostico y tratamiento de la Diabetes Mellitus.

Mohan H., 2002. Textbook of Pathology, fourth ed. Jaypee publishers.

Moldogazieva N.T., Lutsenko S.V., Terentiev A.A., 2018. Reactive Oxygen and Nitrogen Species-
Induced Protein Modifications: Implication in Carcinogenesis and Anticancer Therapy. Cancer Res
;78(21):6040-6047.

Morel Y.y Baroukii R., 1999. Repression of gene expression by oxidative stress. Biochem J; 342:
481-496.

Moron M.A., Depierre J.W., Mannervick B., 1979. Levels of glutathione, glutathione reductase and
glutathione S-transferase activities in rat lung and liver. Biochim. Biophys Acta. 582: 67—78.

Moussa S.A., 2008. Oxidative stress in diabetes mellitus. Romanian J. Biophys. 18 (3), 225-236.
Murillo A.,1889. PZantes Medicinales du Chiii, Paris.

Murrah V.A., 1985. Diabetes mellitus and associated oral manifestations: a review.J. Oral Pathol. 14,
271-281

Naderi R., Mohaddes G., Mohammadi M., Alihemmati A., Badalzadeh R., Ghaznavi R., Ghyasi R.,
Mohammadi Sh., 2015. Preventive effects of garlic (Allium sativum) on oxidative stress and histo-
pathology of cardiac tissue in streptozotocin-induced diabetic rats. Acta Physiol Hun ;102(4):380-90.

Nasri H. y Rafieian-Kopaei M., 2013. Tubular kidney protection by antioxidants. Iran J Public Health
;42:1194-6.

Nasri H., Hedayatollah S., Azar B., Rafieian-kopaei M., 2015. Antioxidant plants and diabetes melli-
tus. J Res Med Sci ; 20(5): 491-502.

National Research Council (US), 1996. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Institute
for Laboratory Animal Research. Washington (DC): National Academies Press (US).

Nelson D.P., Kiesow L.A., 1972. Enthalphy of decomposition of hydrogen peroxide by catalase at 25
°C (with molar extinction coefficients of H202 solution in the UV). Anal. Biochem vol 49, pp 474—
478.

Neufeld G., Cohen T., Gengrinovitch S., Poltorak Z., 1999. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) and its receptors. The FASEB J.; 13: 9-22

Nguyen T., Brunson D., Crespi C. L., Penman B. W., Wishnok J. S. and Tannenbaum S. R., 1992,
DNA damage and mutation in human cells exposed to nitric oxide in vitro. Proc Natl Acad Sci USA
89, 3030-3034

Nimse S. and Pal D., 2015. Free radicals, natural antioxidants, and their reaction mechanism. RSC
Advances. Issue 35.

Nirmalya R., Kingshuk B., Sandip B., 2015. Effect of Black Tea on Diabetes and Metabolic Syn-
dromeMay 2015 Project: Phytopharmacological Characterization of Tea. The Indian journal of nutri-
tion and dietetics 53.3.5341

Oda D., Nguyen M.P., Royack G.A., Tong D.C., 2001. Oxidative damage in cultured oral epithelial
cells: the effect of short-term vitamin C exposure. Anticancer Re. 21( 4 A): 2719-2724.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

OECD [Organization for Economic Co-operation and Development]: OECD Guidelines for the Test-
ing of Chemicals. Guideline 407 Acute Chemicals. Guideline 407 Repeated Dose 28-Days Oral Tox-
icity Study in Rodents. Paris: OECD 2008

Ohkawa H., Ohishi N., Yagi K., 1979. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric
acid reaction. Anal. Biochem 95: 351-358.

Olson H., Betton G., Robinson D., Thomas K., Monro A., Kolaja G., Lilly P., Sanders J., Sipes G.,
Bracken W., Dorato M., Deun K., Smith P., Berge B., Heller A., 2000. Concordance of toxicity of
pharmaceuticals in humans and in animals. Regul Toxicol Pharmacol; 32: 56-67.

Osawa T. y Namiki M., 1981. A Novel Type of Antioxidant Isolated from Leaf Wax of Eucalyptus
leaves. Agricultural and Biological Chemistry, 45:3, 735-739.

Ouslimani N., Peynet J., Bonnefont-Rousselot D., Therond P., Legrand A., Beaudeux J.L., 2005. Met-
formin decreases intracellular production of reactive oxygen species in aortic endothelial cells. Meta-
bolism ; 54:829-34.

Palacio L., Cantero J.J., Cusido R.M., Goleniowski M.E., 2012. Phenolic compound production in
relation to differentiation in cell and tissue cultures of Larrea divaricata (Cav.). Plant Sci, 193-194:1-
7.

Paracatu L.C., de Faria C.M., Zeraik M.L., Quinello C., Renn6 C., Palmeira P., da Fonseca L.M.,
Ximenes V.F., 2015. Hydrophobicity and antioxidant activity acting together for the beneficial health
properties of nordihydroguaiaretic acid. Food Funct; 6(6):1818-31.

Parekh A.B.y Penner R., 1997. Store depletion and calcium influx. Physiol Rev.; 77(4):901-30. Re-
view.

Pedernera A.M., Calderdn T.G., Rotelli A.E., De la Rocha N.E., Genaro S.D., Pelzer L.E., 2006. Anti-
Ulcerogenic and Anti-Inflammatory Activity of the Methanolic Extract of Larrea divaricata Cav. in
Rat. Journal of Ethnopharmacology; 105 (3): 415-420.

Peng Wong S., Peng Leong L., Hoe J., Koh W., 2006. Antioxidant activities of aqueous extracts of
selected plants. Food Chemistry Volume 99, Issue 4, Pages 775-783

Peralta I., Martino R., Davicino R., Gorzalczany S., Alonso R., Anesini C., 2015. Systemic and local
toxicity assay of an aqueous extract of Larrea Divaricata Cav.: Role of NDGA. IJPSR, Vol. 6, Issue 7

Peralta I., Martino R., Zettler G., Alonso R., Filip R., Anesini C., 2013. Modulator Activity of an
Aqueous Extract from L. divaricata Cav. on Basal Oxidative and Anti-oxidative Parameters of Nor-
mal Rat Submandibulary Glands. International Journal of Indigenous Medicinal Plants. 2051-4263.

Percario F., 1991. Radicais libresemmedicinaintensiva. Rev Bras Terap Intens; 3(3): 66 — 72.

Pereira F.D., Cazarolli L., Lavado C., Mengatto V., Santos Reis M., Figueiredo B., Guedes A., Barre-
to Silva F., 2011.Effects of flavonoids on a-glucosidase activity: Potential targets for glucose homeo-
stasis. Nutrition. Volume 27, Issues 11-12, Pages 1161-1167.

Perez C. y Anesini C., 1994. In vitro antibacterial activity of Argentine folk medicinal plants against
Salmonella typhi. J Ethnopharmacol 44(1): 41-6.

Perfumi M., Arnold N., Tacconi R., 1991. Hypoglycemic activity of Salvia fruticosa Mill.
J.Ethnopharmacol. 1991;23:135-40.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Perron N. and Brumaghim J., 2009. A Review of the Antioxidant Mechanisms of Polyphenol Com-
pounds Related to Iron Binding. Cell Biochem Biophys 53:75-100

Pham-Huy L.A., He H., Pham-Huy C., 2008. Free radicals, antioxidants in disease and health. 1JBS 4
(2), 89-96.

Phillips M., Cataneo R.N., Cheema T., Greenberg J., 2004. Increased breath biomarkers of oxidative
stress in diabetes mellitus. Clin Chim Acta 344 (1-2), 189-194.

Polo de Santos M., 2016. Estudio de la actividad antioxidante de las aguas mineromedicinales (Tesis
doctoral). Universidad Complutense de Madrid.

Prosky L., Asp N.G., Schweizer T.F., DeVries J.W., Furda I., 1988. Determination of insoluble, solu-
ble, and total dietary fiber in foods and food products: interlaboratory study.J Assoc Off Anal
Chem.;71(5):1017-23.

Pruitt K.M., Mansson-Rahemtulla B., Tenovuo J., 1983. Detection of the hypothiocyanite (OSCN-)
ion in human parotid saliva and the effect of pH on OSCN—generation in the salivary peroxidase an-
timicrobial system. Arch Oral Biol, vol 28, pp 517-525.

Quattrocchi O., Abelaira S., Laba R., 1992. Introduccion a la HPLC. Aplicacién y Practica. Artes
Graficas Farro. Ed 1. Buenos Aires, Argentina.

Rafieian-Kopaie M. y Nasri H., 2012. Silymarin and diabetic nephropathy. J Renal Inj Prev ;1:3-5.

Ragonesse E., Milano V., 1984. Enciclopedia Argentina de agricultura y jardineria, 2da edicion, II,
8(2). Editorial Acme, S.A.C.1. Buenos Aires.

Ratera E. & Ratera M.O., 1980. Plantas de la flora Argentina empleadas en medicina popular. Buenos
Aires. Ed. Hemisferio Sur. 189 p

Reed M.J., Meszaros K., Entes L.J., Claypool M.D., Pinkett J.G., Brignetti D., Luo J., Khandwala A.,
1999. Effect of masoprocol on carbohydrate and lipid metabolism in a rat model of Type Il diabetes.
Diabetologia 42: 102+106.

Reznick A.Z., Shedadeh N., Shafir Y., Nagler R M., 2006. Free radicals related effects and antioxi-
dants in saliva and serum of adolescents with type 1 diabetes Mellitus. Arch Oral Biol 51(8): 640-648.

Rivero-Cruz I., Acevedo L., Guerrero J., Martinez S., Bye R., Pereda-Miranda R., Franzblau S.,
Timmermann B., Mata R., 2005. Antimycobacterial agents from selected Mexican medicinal plants. J
Pharm and Pharmacol. 57: 1117-1126.

Rodriguez-Mafas L., Angulo J., Vallejo S., 2003. Early and intermediate Amadori glycosylation ad-
ducts, oxidative stress, and endothelial dysfunction in the streptozotocin-induced diabetic rats vascula-
ture. Diabetologia; 46:556-66

Ross 1., 2005. Medicinal Plants of the World, Volume 3. Chemical constituents, Traditional and Mod-
ern Medicinal Uses. Humana Press. Totowa, New Jersey.

Rubinstein R., Genaro A.M., Motta A., Cremaschi G., Wald M.R., 2008. Impaired immune responses
in streptozotocin-induced type | diabetes in mice. Involvement of high glucose. Clin Exp Immunol
;154(2):235-46.

Ruzaidi A., Amin |., Nawalyah A.G., Hamid M., Faizul H.A., 2005. The effect of Malaysian cocoa
extract on glucose levels and lipid profiles in diabetic rats. J. Ethnopharmacol. 98,55-60



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Rytomaa, T., 1960. Organ distribution and histochemical properties of eosinophil granulocytes in the
rat. Acta Path Microbiol Scan; 50: 1-118.

Sabu M.C., Smitha K., Ramadasan K., 2002. Anti-diabetic activity of green tea polyphenols and their
role in reducing oxidative stress in experimental diabetes Journal of Ethnopharmacology. Volume 83,
Issues 1-2, Pages 109-116

Sakakibara M., Difeo D., Nakatani N., Timmermann B., Mabry T., 1976. Flavonoid methyl ethers on
the external leaf surface of Larrea tridentata and L. divaricata. Phytochemistry. 15: 727-731.

Salvador Escorcia, 2009. Articulo de revision Hipoglucemia por farmacos antidiabéticos. Revista de
Endocrinologia y Nutricion Vol. 17, No. 3 pp 120-128.

Sanchez Moreno C., Larrauri J.A., Saura-Calixto F., 1998. A Procedure to Measure the Antiradical
Efficiency of Polyphenols. Journal of the Science of Food and Agriculture, 76, 270-276.

Schapira A.H., 1995. Oxidative stress in Parkinson's disease. Neuropathol Appl Neurobiol.; 21(1):3-9

Schopf R.E., Mattar J., Meyenburg W., Scheiner O., Hammann K.P., Lemmei E.M., 1984. Measure-
ment of the respiratory burst in human monocytes and polymorphonuclear leukocytes by nitro blue
tetrazolium reduction and chemiluminescence. J Immunol Methods 67: 109-117.

Sekhar R.V., McKay S., Patel S., Guthikonda A., Reddy V., Balasubramanyam A. and Jahoor F.,
2011. Glutathione Synthesis Is Diminished in Patients With Uncontrolled Diabetes and Restored by
Dietary Supplementation With Cysteine and Glycine. Diabetes Care; 34(1): 162-167.

Sen S., Chakraborty R., Sridhar C., Reddy Y. S. R., Biplab De, 2010. Free radicals, antioxidants, dis-
eases and phytomedicines: current status and future prospect. Int J Pharm Sci Rev Res 3 (1), 91-100.

Seufferlein T., Seckl M.J., Schwarz E., Beil M., WichertvG., Baust H., 2002. Mechanisms of nordi-
hydroguaiaretic acid-induced growth inhibition and apoptosis in human cancer cells. Br J Cancer;
86:1188-96.

Shaik A.H., Shaik N.R., Mohammed A.K., Al Omar S.Y., Mohammad A., Mohaya T.A., Kodidhela
L.D., 2017. Terminalia pallida fruit ethanolic extract ameliorates lipids, lipoproteins, lipid metabolism
marker enzymes and paraoxonase in isoproterenol-induced myocardial infarcted rats. Saudi J Biol Sci
;25(3):431-436.

Sheybani Asl Z., Akbar Malekirad A., AbdollahiM., 2014. Effects of the Mixture of Cichori-
umintybus L. and Cinnamomumzeylanicum on Hepatic Enzymes Activity and Biochemical Parame-
ters in Patients with Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Health 6(11):1212-1217.

Shimizu M., Kobayashi Y., Suzuki M., Satsu H., Miyamoto Y., 2000. Green tea polyphenols inhibit
the sodium-dependent glucose transporter of intestinal epithelial cells by a competitive mechanism. J
Agric Food Chem, 48, pp. 5618-5623

Shishido Y., Furushiro M., Hashimoto S., Yokokura T., 2001. Effect of nordihydroguaiaretic acid on
behavioral impairment and neuronal cell death after forebrain ischemia. Pharmacol Biochem Behav;
69:469-74.

Singh N., Kamath V., Rajini P.S., 2005. Attenuation of hyperglycemia and associated biochemical
parameters in STZ-induced diabetic rats by dietary supplementation of potato peel powder. Clin.
Chim. Acta 353, 165-175.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Singh R. J., Hogg N., Joseph J., Konorev E. and Kalyanaraman B., 1999. The peroxynitrite generator,
SIN-1, becomes a nitric oxide donor in the presence of electron acceptors. Arch Biochem Biophys,
361, 331+339.

Smart C.R., Hogle H.H., Robins R.K., Broomm A.D., Bartholomew D., 1968. An interesting observa-
tion on nordihydroguayaretic acid (NSC 4291, NDGA) and a preliminary report. Cancer Chemothera-
py Reports part 1 53 (2): 147-151.

Soko R.J., McKim J.M., Deveraux M.W., 1996. a-tocopherol ameliorates oxidant injuryin isolated
copper-overload rat hepatocytes. Pediatr. Res. 39, 259-263.

Soraru B., Bandoni A., 1978. Plantas de la medicina popular Argentina. editorial Albatroz, Buenos
Aires, 153.

Stege P., Davicino R., Vega A., Casali Y., Correa S., Micalizzi B., 2006. Antimicrobial activity of
aqueous extracts of Larrea divaricata Cav. (jarilla) against Helicobacter pylori. Phytomedicine; 13:
724-727.

Storz P., 2005. Reactive oxygen species in tumor progression. Front Biosci; 10:1881-96.

Sun Y.y Oberley L.W., 1996. Redox regulation of transcriptional activators. Free Radic Biol Med.;
21(3):335-48.

Suzuki Y., Ono Y. and Hirabayashi Y., 1998. Rapid and specific reactive oxygen species generation
via NADPH oxidase activation during Fas-mediated apoptosis. FEBS Lett 425: 209- 212.

Swaran J.S., 2009. Structural, chemical and biological aspects of antioxidants for strategies against
metal and metalloid exposure. Oxid Med Cell Longev ; 2(4): 191-206.

Tabas I., Bornfeldt K.E., 2016. Macrophage Phenotype and Function in Different Stages of Athero-
sclerosis. Circ Res ;118(4):653-67.

Takahama U., Hirota S., Nishioka T., Oniki T., 2003. Human salivary peroxidase- catalyzed oxidation
of nitrite and nitration of salivary components 4- hydroxyphenylacetic acid and proteins. Arch Oral
Biol; 48: 679-690.

Tenovuo, J., Larjava, H., 1984. The protective effect of peroxidase and thiocyanateagainst hydrogen
peroxide toxicity assessed by the uptake of 3H-thymidine byhuman gingival fibroblasts cultured in
vitro. Arch. Oral Biol. 29, 445-451.

Tessier D., Khalil A., Fuldp T., 1999. Effects of an oral glucose challenge on free radi-
cals/antioxidants balance in an older population with type Il diabetes. J Gerontol A Biol Sci Med Sci ;
54:M541-5

Thannickal V.J. y Fanburg B.L., 2000. Reactive oxygen species in cell signaling. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol.; 279(6):L1005-28.

Thorn G.W., Forsham P.H., Frawley T.F., Hill S.R., Roche M., Staehelm D., Wilson D.L., 1950. The
clinical usefulness of ACTH and cortisone. N Engl J Med; 242: 783-793.

Timmerman B., Valesi A., Mabry T., 1979. Flavonoids from Larrea nitida, divaricata and cuneifolia.
Revista Latinoamaricana de Quimica 10: 81-83.

Turner S., Davicino R., Alonso R., Ferraro G., Filip R., Anesini C., 2011. Potential use of low-NDGA
Larrea divaricata extracts as antioxidant in foods Gra Rev. peru. biol. 18(2): 159 - 164



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Turner S., Davicino R., Ferraro G., Filip R., Anesini C., 2007. Comparative Study of the Antioxidant
Activity of an Aqueous Extract of Larrea divaricata Cav and NDGA. SILAE, XVI Congreso Italo-
Latinoamericano de Etnomedicina.

Turner S., Zettler G., Arcos M.L., Cremaschi G., Davicino R., Anesini C., 2012. Effect of strepto-
zotocin on reactive oxygen species and antioxidant enzyme secretion in rat submandibulary glands: a
direct and an indirect relationship between enzyme activation and expression. Eur J Pharmacol.;
659(2-3):281-8.

Turner S., Zettler G., Barreiro Arcos M.L., Cremaschi G., Davicino R., Anesini C., 2001. Effect of
streptozotocin on reactive oxygen species and antioxidant enzymes's secretion in rat submandibulary
glands: a direct and an indirect relationship between enzyme activation and expression. Eur J Pharma-
col; 659:281-288.

Varsha G., Uma Maheswari B., Ramasamy M., Karunanithi M., 2016. Effect of the ethanolic extract
of Calophyllum inophyllum leaves on oxidative stress complications in mouse model. Asian J Pharm
Clin Res, Vol 9, Issue 3, 250-252.

Verettoni N., 1985. Contribucién al conocimiento de las plantas medicinales de la region de Bahia
Blanca, Bs As.

Vincent A.M., Russell J.W., Low P., Feldman E.L., 2004. Oxidative stress in the pathogenesis of dia-
betic neuropathy. Endocrine Reviews ; 25:612-28.

Vogt V., Cifuente D., Tonn C., Sabini L., Rosas S., 2013. Antifungal activity in vitro and in vivo of
extracts and lignans isolated from Larrea divaricata Cav. against phytopathogenic fungus. Ind Crops
and Prod. 42: 583-586.

Wallace J.1., 2004. Management of diabetes in elderly. Clin. Diabetes 17, 1.

Wang H.C. and Brumaghim J., 2011. Polyphenol Compounds as Antioxidants for Disease Prevention:
Reactive Oxygen Species Scavenging, Enzyme Regulation, and Metal Chelation Mechanisms in E.
coli and Human Cells Oxidative Stress: Diagnostics, Prevention, and Therapy. American Chemical
Society, Chapter 5, pp 99-175.

Wang, N., Nair M.G., Strasburg G.M., Booren A.M., Gray J.L., 1999. Novel antioxidant compounds
from tart cherries (Prunus cerasus). Journal of Natural Products; 62: 86-88.

Weiss R.B., 1982. Streptozotocin: A review of its pharmacology, efficacy and toxicity. Cancer Treat
Rep;66: 427-438.

Weller P.F., Lee C.W., Foster D.W., Corey E, Austen K.F., Lewis R.A., 1984. Generation and metab-
olism of 5-lipoxygenase pathway leukotrienes by human eosinophils: predominant production of leu-
kotriene C4. Proc Nat Acad Sci (Wash.), 80: 7626.

West M., Mhatre M., Ceballos A., Floyd R.A., Grammas P., Gabbita S.P., Hamdheydari L., Mai T.,
Mou S., Pye Q.N., Stewart C., West S., Williamson K.S., Zemlan F., Hensley K., 2004. The arachi-
donic acid 5-lipoxygenase inhibitor nordihydroguaiaretic acid inhibits tumor necrosis factor alpha
activation of microglia and extends survival of G93A-SOD1 transgenic mice. JNeurochem;91(1):133-
43.

West, 1.C., 2000. Radicals and oxidative stress in diabetes. Diabet. Med. 17, 171-180



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Williamson J.R., Chang K., Frangos M., Hasan K.S., Ido Y., Kawanura T., NyengoardJ.R.,VVan den
Edden M., Kilo C., Tilton R.G., 1993. Hyperglycemic pseudohypoxia anddiabetic complications.
Diabetes 42, 801-803.

Winkelman M., 1989. Ethnobotanical treatments of diabetes in Baja California Norte. Med. Anthro-
pol., 11, pp. 255-268

Wollf, S.P., Dean, R.T., 1987. Glucose autoxidation and protein modification. Thepotential role of
‘autoxidative glycosylation’ in diabetes. Biochem. J. 245, 243-250

Wu K.K., Huan Y., 2008. Streptozotocin-induced diabetic models in mice and rats. CurrProtoc Phar-
macol; Chapter 5:Unit 5.47.

Wu L.Y., Juan C.C., Hwang L.S., Hsu Y.P., Ho P.H., Ho L.T., 2004. Green tea supplementation ame-
liorates insulin resistance and increases glucose transporter 1V content in a fructose-fed rat model. Eur
J Nutr. 43(2):116-24.

Xiang D., Wang C., Wang W., Shi C.,Xiong W., Wang M., 2017. Gastrointestinal stability of dihy-
dromyricetin, myricetin, and myricitrin: an in vitro investigation. International Journal of Food Sci-
ences and Nutrition. Vol 68, Pages 704-711

Yam-Canul P., Chirino Y.l., Sanchez-Gonzalez D.J., Martinez-Martinez C.M., Cruz C., Villanueva
C., Pedraza-Chaverri J., 2008. Nordihydroguaiaretic acid attenuates potassium dichromate-induced
oxidative stress and nephrotoxicity. Food Chem Toxicol; 46(3):1089-96.

Yazdanparast R., Ardestani A., Jamshidi S., 2007. Experimental diabetes treated with Achillea santo-
lina: effect on pancreatic oxidative parameters. J Ethnopharmacol; 112(1):13-8.



