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RESUMEN

Las especies de Prosopis son recursos alimentarios de uso ancestral en
América del Sur capaces de crecer en ambientes aridos y semiaridos.
Prosopis alba Grisebach y Prosopis nigra [Grisebach] Hieronymus son las
especies mas abundantes en el centro y noroeste de Argentina. La gran
capacidad para tolerar la sequia es debido a que se pueden comportar como
freatofitas obligadas o facultativas. Ademas, es una especie xerofitica y
fijadora de nitrogeno. Es por ello por lo que existe un gran interés en el
cultivo de estas especies para detener el avance de la desertificacion y
erosion del suelo en zonas aridas y semiaridas, ademas de su uso como

alimento y medicina.

El objetivo de este trabajo fue determinar la composicion nutricional y
fitoquimica de las harinas de vainas de P. alba y P. nigra, asi como sus
propiedades funcionales. Se demostré que los carbohidratos son los
constituyentes principales y, fundamentalmente, acumulan sacarosa. La
harina mostré un alto nivel de potasio, calcio y magnesio, fibra cruda y
compuestos polifendlicos. Se identificaron C-glicosidos de apigenina y
acidos fenilpropanoides. Las harinas obtenidas de vainas maduras de P.
alba y las de P. nigra mostraron una composicion fitoquimica diferente
entre especies y similares entre las muestras de la misma especie. Se
demostré que el color oscuro de las vainas de P. nigra estd directamente
relacionado con el contenido de antocianina, pigmento fenolico
hidrosoluble. Los fitoquimicos fendlicos, tanto libres como ligados,
extraidos de ambas especies resultaron activos como antioxidantes,
antiinflamatorios e inhibidores de enzimas asociadas al sindrome

metabolico. Los resultados obtenidos sugieren que las harinas de vainas de



Prosopis alba y Prosopis nigra al igual que los extractos ricos en

polifenoles o en antocianinas podrian utilizarse como ingrediente funcional.

Nuestro estudio agrega valor a esta especie actualmente subutilizada
debido, principalmente, al desconocimiento de sus propiedades quimicas,
fisicas y funcionales y, podria impulsar su propagacién, conservacion y
manejo sustentable en regiones semiaridas y aridas de nuestro pais, asi

como fomentar la alimentacion saludable e integral.



ABSTRACT

Prosopis species are ancestral food resources in South America capable of
growing in arid and semi-arid environments. Prosopis alba Grisebach and
Prosopis nigra [Grisebach] Hieronymus are the most abundant species in
central and northwestern Argentina. The great capacity to tolerate drought
Is since they can behave as obligatory or optional phreatophytes, in
addition it is a xerophytic and nitrogen-fixing species. That is why there is
a great interest in the cultivation of these species to stop the advance of
desertification and soil erosion in arid and semi-arid zones, in addition to

their use as food and medicine.

The aim of this work was to determine the nutritional and phytochemical
composition of P. alba and P. nigra pod meal as well as its functional
properties. It was shown that carbohydrates are the main constituents
fundamentally, sucrose. The flour showed a high level of potassium,
calcium and magnesium, raw fiber and polyphenolic compounds. C-
glycosides of apigenin and phenylpropanoid acids were identified. Flours
obtained from P. alba and P. nigra mature pods showed a different
phytochemical composition between species and the like among samples of
the same species. It was shown that the dark color of the P. nigra pods is
directly related to the anthocyanin content, water soluble phenolic pigment.
Both free and bound phenolic phytochemicals extracted from both species
were active as antioxidants, anti-inflammatories and enzyme inhibitors
associated with the metabolic syndrome. The results suggest that the pod
meal of Prosopis alba and Prosopis nigra, as well as extracts enriched in

polyphenols or anthocyanins, could be used as a functional ingredient.

Our study adds value to this currently underutilized species due mainly to

the lack of knowledge of its chemical, physical and functional properties
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and could promote its propagation, conservation and sustainable
management in semi-arid and arid regions of our country, as well as

promote healthy and integral.



Capitulo 1 : INTRODUCCION




ESTADO DEL ARTE EN LA NUTRICION

Cada vez méas consumidores consideran que los alimentos contribuyen
directamente a su salud (Mollet & Rowland, 2002). De acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud y la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, los patrones dietarios
(comida répida) junto a los habitos de vida tales como vida sedentaria y
falta de ejercicio constituyen los principales factores de riesgo en relacion
con el desarrollo de enfermedades cronicas, obesidad y sindrome
metabdlico (Moebus & Stang, 2007). Este concepto ha llevado a una
mayor demanda de los consumidores de alimentos saludables, no solo con
un contenido caldrico equilibrado, sino que también buscan alimentos con
funciones adicionales de promocién de la salud (Bech-larsen & Scholderer,
2007; Hasler, 2002). Hasta la fecha, la principal preocupacion de la
industria alimentaria ha sido proporcionar a los consumidores alimentos
seguros. Sin embargo, si bien la seguridad sigue siendo de suma
importancia, la composicion calorica de los alimentos esté llegando a ser
igualmente preocupante (Day, Seymour, Pitts, Konczak, & Lundin, 2009).
Se buscan alimentos destinados a prevenir las enfermedades relacionadas
con la nutricién, asi como a mejorar el bienestar fisico y mental (Betoret,
Betoret, Vidal, & Fito, 2011). Gobiernos y consumidores de todo el mundo
respaldan esta tendencia al aceptar que se deben lograr productos sanos de
alta calidad. Es asi como surgieron nuevos conceptos en el campo de la
ciencia de los alimentos tales como los alimentos funcionales y los

nutracéuticos.



ALIMENTOS FUNCIONALES Y NUTRACEUTICOS

La accion concertada sobre la ciencia de los alimentos funcionales en
Europa (FUFOSE) en el afio 2010 propuso una definicion practica de los
alimentos funcionales, esto es, un alimento que, ademéas del aporte
nutricional, tiene uno o mas efectos fisiolégicos positivos, de manera que
es relevante para un estado mejorado de salud y bienestar y/o para la
reduccion del riesgo de enfermedad. Los alimentos funcionales se

consumen como parte de un patron de comida normal.

Otra definicion es la que sigue: «Un alimento funcional es aquel alimento
natural o procesado que contiene compuestos conocidos o desconocidos
biolégicamente activos que, en cantidades cuantitativa y cualitativamente
definidas, otorgan un beneficio clinicamente demostrado y documentado
para la salud, siendo por lo tanto importantes para la prevencion y control
de enfermedades cronicas en la edad moderna» (Functional Food Center,
USA, 2011).

Los desafios claves de la investigacion para los alimentos funcionales se
basan en la necesidad de identificar nuevos ingredientes funcionales y de
ganar la aceptacion del consumidor de tales productos, los cuales podrian
proporcionar beneficios en términos de salud y bienestar. A este tipo de
investigacion le concierne analizar las respuestas biologicas individuales a
los alimentos funcionales, definir su biodisponibilidad, desarrollar
biomarcadores adecuados para una gama mas amplia de criterios de
valoracion funcionales, anticipar la demanda de la nutricién personalizada
y el papel potencial de los alimentos funcionales, asi como garantizar la
estabilidad de los ingredientes alimentarios funcionales durante la
fabricacion y el paso a través del tracto gastrointestinal para alcanzar

intacto el 6rgano blanco.



El término "nutracéuticos" es una contraccion de “nutricion” vy
“medicamento”, y fue acufiado en 1989 por Stephen De Felice, fundador y
presidente de la Fundacion para la Innovacion en la Medicina (FIM). Se lo
define como "un alimento (o parte de un alimento) que proporciona
beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento
de una enfermedad". Los nutracéuticos pueden ser producidos a partir de
los alimentos (macronutrientes, micronutrientes, fitoquimicos) pero se
comercializan en forma concentrada de pastillas, capsulas, polvos, tinturas,
etc. Se propone el uso de nutracéuticos, como un intento de lograr
resultados terapéuticos deseables con efectos secundarios reducidos, en

comparacion con otros agentes terapéuticos (Kalra, 2003).

La optima nutricién involucra en consecuencia el aporte de compuestos
bioactivos que contribuyen a prevenir el riesgo de padecer enfermedades,

mantener el estado de bienestar y mejorar la salud.



NUTRIENTES Y BIOACTIVOS

Metabolitos primarios y secundarios en los alimentos de
origen vegetal

El rendimiento metabolico de los vegetales puede ser clasificado en
metabolismo primario y secundario. EIl primero se asocia a los procesos
fisiologicos fundamentales y comunes a todas las plantas (fotosintesis,
ciclo de las pentosas fosfato, glicolisis, ciclo del &cido citrico, transporte de
electrones, fosforilacion y regulacion energética) y que produce moléculas
necesarias en vias anabolicas para la construccion, mantenimiento y
reproduccion celular, proveen energia quimica y actlan como precursores
para la biosintesis de numerosos metabolitos. El segundo, el metabolismo
secundario, fue considerado durante mucho tiempo como generador de
productos de desecho resultantes de la degradacion metabolica o formados
por subproductos del metabolismo primario. Hoy podemos definir al
metabolismo secundario como el nivel funcional del metabolismo de las
plantas que, sin ser indispensable para el crecimiento y desarrollo de las
especies, es indispensable para su supervivencia (Isla, 2017). En contraste
con los metabolitos primarios, los secundarios, tienen caracteristicas que
pueden ser expresadas en términos de diferenciacion ecoldgica, taxondmica
y bioquimica. Este metabolismo promueve la produccion de compuestos de
defensa a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos, y de pigmentos atractivos
para dispersores y polinizadores (Cronquist, 1977; Levin, 1976; Swain,
1973).

Los metabolitos primarios, ubicuos, se restringen a un nimero limitado de
compuestos claves que funcionan como precursores biosintéticos
(carbohidratos, lipidos, aminoacidos/proteinas y bases nitrogenadas/acidos

nucleicos). Los metabolitos secundarios, en cambio, muestran gran
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individualidad y diversidad en su estructura molecular. ElI genoma de las
plantas contiene entre 20000 y 60000 genes y de estos el 15-20% codifican

para enzimas del metabolismo secundario (Palacios-Rojas & Leech, 2004).

La biosintesis de estos compuestos esta especificamente integrada en el
programa de desarrollo de la planta. Existen factores que lo afectan como la
luz (acumulacion fotocontrolada), fitohormonas (inducen o reprimen las
enzimas), disponibilidad de nutrientes (nitrégeno, carbono y fosforo),
temperatura y estrés biotico y abidtico. Dentro de este grupo podemaos citar
a los compuestos fenolicos, terpenoides, alcaloides, glicésidos

cianogenéticos, entre otros (Avalos & Garcia, 2009).

Carbohidratos

Estos compuestos son producidos por los vegetales a través del proceso de
fotosintesis. Son un constituyente esencial de los seres vivos, formando
parte de biomoléculas aisladas o asociadas a otras moléculas como las
proteinas y los lipidos, siendo los compuestos mas abundantes en la
naturaleza y constituyendo gran parte de la biomasa vegetal. Después del
agua, los hidratos de carbono son los componentes mas abundantes en
frutas y verduras, representan el 50-80% del peso seco. Sus funciones en
los seres vivos son el de brindar energia inmediata y estructural. Su
principal clasificacion esta basada en su quimica, numero de tomos de
carbono, tipo de ligamiento, y grado de polimerizacion (Gerscheson, Rojas,
& Fissore, 2017). Incluyen a los monosacéaridos de tres a siete &tomos de
carbono. La glucosay la fructosa son los azucares simples mas comunes en
las frutas. La glucosa, fructosa y sacarosa (disacarido) son los principales
responsables del sabor dulce de frutas y verduras (Bernal, Mendiola,
Ibaiez, & Cifuentes, 2011). En las frutas y verduras también encontramos
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oligosacaridos (de 3-10 unidades de monosacaridos) como los
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos y maltooligosacaridos (Bernal
et al., 2011), ingredientes alimenticios funcionales que con frecuencia se
encuentran unidos a proteinas. Promueven el crecimiento de
Bifidobacterium en el intestino humano, modulando la respuesta immune,
inhibiendo el desarrollo de cancer y tumores, asi como estimulando la
absorcion mineral (Gerscheson, Rojas, & Fissore, 2017). Los compuestos
de més de 10 unidades de monosacaridos reciben la denominacion de
polisacaridos (cadenas, ramificadas o no, que resultan de la condensacion
de muchas moléculas de monosacaridos con la pérdida de varias moléculas
de agua). Representan una clase importante de polimeros biologicos
relacionados con funciones estructurales o de almacenamiento.

Dentro de este grupo de macromoléculas, el almidén ingerido puede ser
clasificado como almidon de digestion rapida, lenta, o resistente (Englyst,
Kingman, & Cummings, 1992). El almidon de digestion lenta es
generalmente la forma mas deseable de almiddn de la dieta ya que atenda la
glucosa en plasma postprandial. El resistente escapa a la digestion en el
intestino delgado y tiene propiedades funcionales y nutricionales en comin
con la fibra dietética. Se ha demostrado que las legumbres contienen
cantidades significativas de almidén resistente en comparacién con los
cereales y los tubérculos (Hernandez-Medina, Torruco-Uco, Chel-

Guerrero, & Betancur-Ancona, 2008).

Fibras

La fibra dietética es la parte comestible de las plantas o carbohidratos
analogos que son resistentes a la digestion y a la absorcion en el intestino

delgado humano con fermentacion completa o parcial en el intestino
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grueso. La fibra dietética incluye polisacaridos (poliglucosas tales como
celulosa o beta-glucanos, o polifructosas tales como inulina, o
heteropolimeros tales como arabinoxilanos y arabinogalactanos, o
carbohidratos analogos), oligosacaridos (grado de polimerizacion entre 3 'y
10), lignina y sustancias vegetales asociadas. La lignina es un polimero que
resultan de la unién de varios alcoholes fenilpropilicos, que estan
intrinsicamente ligadas a los polisacaridos de la fibra y aumenta la
resistencia a la digestion. La lignina no se digiere ni se absorbe ni tampoco
es atacada por la microflora bacteriana del colon. Las ceras, cutina y
suberina son sustancias vegetales asociadas derivadas de acidos grasos no
digeribles que, como la lignina, estan intrincadamente ligados a los
polisacaridos de fibra dietética, sirviendo a menudo como reticulaciones
quimicas entre varios de los otros componentes y aumentando la resistencia

a la digestion (Escudero Alvarez & Gonzélez Sanchez, 2006).

De acuerdo con la hidrosolubilidad de las fibras, éstas se denominan
solubles o insolubles (Escudero Alvarez & Gonzélez Sanchez, 2006). La
fibra soluble formada por oligosacaridos y polisacaridos como la
inulina, pectina y goma, en contacto con el agua forman un reticulo donde
esta queda atrapada, origindndose soluciones de gran viscosidad. Los
efectos derivados de la viscosidad de la fibra son los responsables de sus
acciones sobre el metabolismo lipidico, hidrocarbonado y en parte su

potencial anticarcinogénico (Kim, 2000).

Las fibras insolubles o poco solubles son capaces de retener el agua en su
matriz estructural formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un
aumento de la masa fecal que acelera el transito intestinal. Es la base para
utilizar la fibra insoluble en el tratamiento y prevencion de la constipacion
cronica. Por otra parte, también contribuye a disminuir la concentracién y

el tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la mucosa del
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colon. El tamafio de la particula de la fibra puede influir en su capacidad de
captar agua. Este se ve afectado por el procesado del alimento, como por
ejemplo la molturacion de cereales, y la masticacién (Garcia Peris &
Gimeno, 2007).

De acuerdo con la fermentabilidad, las fibras pueden ser fermentadas total

0 parcialmente.

Maés del 50 por ciento de la fibra consumida es degradada en el colon, el
resto es eliminado con las heces. En el colon se dan fundamentalmente dos
tipos de fermentacion: fermentacion sacarolitica y fermentacion
proteolitica. Los principales productos de la fermentacion de la fibra son:
acidos grasos de cadena corta (AGCC), gases (hidrégeno, anhidrido
carbonico y metano) y energia. La fermentacion proteolitica produce
derivados nitrogenados como aminas, amonio y compuestos fendlicos

algunos de los cuales son carcinogénicos.

Por otra parte, la propia fibra, los gases y los AGCC generados durante su
fermentacion, son capaces de estimular el crecimiento de microorganismos
del colon. Dentro de estos AGCC, el butirato puede actuar como regulador
de la expresion de genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion
del colonocito inhibiendo especificamente la proliferacién del
compartimiento superficial de las criptas colonicas, que es considerado un

fendmeno paraneoplasico (Velazquez et al., 1996).

La ingestion de fructooligosacaridos (fibra funcional) puede multiplicar por
diez la representacion numérica de las bifidobacterias (Escudero Alvarez y
Gonzalez Sanchez, 2006), en lo que se ha denominado efecto prebidtico:
“componentes no digeribles de la dieta que resultan beneficiosos para el
huésped porque producen el crecimiento selectivo y/o la actividad de una o

un namero limitado de bacterias del colon” (Gibson & Roberfroid, 1995).
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La fibra tiene un rol muy importante a todo lo largo del sistema digestivo.
Requiere mas tiempo de masticacion lo que implica una mayor salivacion
lo cual mejora la higiene bucal. En el estdmago, como consecuencia de la
viscosidad, enlentecen el vaciamiento gastrico y aumentan la sensacion de
saciedad. A nivel del intestino delgado, nuevamente por la formacién de
soluciones viscosas, acorta el tiempo de transito. También aumenta el
espesor de la capa de agua que han de traspasar los solutos para alcanzar la
membrana del enterocito, lo que provoca una disminucion en la absorcién
de glucosa, lipidos y aminoacidos. Produce una disminucion en la
absorcion de los &cidos biliares ya que estos se unen a los residuos
fenolicos y uronicos en la matriz de los polisacéaridos de la fibra. Esto altera
la formacién de micelas y la absorcion de las grasas, disminuyendo los
niveles de colesterol, al utilizarse éste en la sintesis de novo de nuevos
acidos biliares. La absorcion de determinados minerales como el calcio,
hierro, cobre y zinc pueden disminuir. Sin embargo, pueden ser liberados
por el metabolismo bacteriano. Asi que la absorcidén es mas lenta, pero se

pueden llegar a absorber en cantidades importantes.

Existe una clara relacion entre la actividad biologica de las bacterias, 10s
metabolitos producidos en la fermentacion de la fibra y la fisiologia
humana. Debido a los beneficios que pudieran derivarse de la manipulacion
de la flora intestinal a través de la ingestion de algunos tipos de fibra, se
abren buenas perspectivas en investigacion (Escudero Alvarez y Gonzélez
Sanchez, 2006).

Lipidos

Con el nombre de lipidos (del griego lypos, grasa) se conoce a un grupo

heterogéneo de compuestos organicos constituidos principalmente por
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carbono e hidrégeno y en menor medida por oxigeno. También pueden
contener fosforo, azufre y nitrogeno. Los lipidos cumplen funciones de
reserva energeética, estructural y reguladora. Se clasifican en: lipidos
simples (aceites, mantecas, grasas y ceras); complejos (fosfolipidos,
glicolipidos y lipoproteinas); y sustancias asociadas a los lipidos
(esteroides, terpenos y vitaminas liposolubles) (Bernal, Mendiola, Ibafiez,
& Cifuentes, 2011).

Los acidos grasos esenciales (acido linoleico y acido linolénico) no pueden
ser sintetizados por el organismo humano y deben ingerirse en la dieta. Su
carencia o desbalance en la ingesta produce serias alteraciones metabolicas.
Los é&cidos grasos monoinsaturados pueden ayudar a reducir las
lipoproteinas de baja de baja densidad (LDL) -colesterol. Los &cidos grasos
de cadena larga poliinsaturados (AGPI) especialmente de la serie 3 tienen
efectos benéficos que incluyen la prevencién de enfermedades coronarias,
inflamacion, hipertension, entre otras (Bernal, Mendiola, Ibafez, &
Cifuentes, 2011). Estos estan naturalmente presentes en aceites de origen
vegetal.

En general, las frutas y verduras tienen aproximadamente 1% de lipidos
mientras que las semillas presentan niveles mucho mas elevados (Cattaneo
etal., 2016).

Aminoacidos y derivados

Los aminoacidos (aa) son compuestos nitrogenados que tienen un papel
primordial ya que constituyen los bloques fundamentales para la sintesis de
proteinas y de metabolitos secundarios nitrogenados. Existen 20
aminoacidos de los que derivan todas las proteinas y otros aminoacidos no

proteicos. De estos, son esenciales [isoleucina, leucina, lisina, treonina,
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valina, histidina, aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y aromaticos
(tirosina, fenilalanina y triptéfano)], y deben incorporarse con la dieta.

En la mayoria de los tejidos de frutas y verduras, las proteinas representan
aproximadamente el 1% de la masa fresca de las mismas, mientras que en
las legumbres representan del 15 a 30% (FAO, 2011).

Un concepto novedoso desde el punto de vista de la nutricion es la
utilizacion de las proteinas y los péptidos procedentes de alimentos con el
fin de mejorar una funcion bioldgica o de tratar de prevenir o reducir el
riesgo de enfermedad. Se han aislado péptidos antihipertensivos,
antimicrobianos, hipoglucemiantes, antitumorales, hipocolesterolémicos,
antioxidantes a partir de hidrolizados enzimaticos de proteinas de origen
vegetal (Picariello, Mamone, Nitride, Addeo, & Ferranti, 2013).
Recientemente se caracterizaron péptidos antioxidantes y antihipertensivos
de harina de cotiledones de algarrobo blanco, una especie nativa de
Argentina (Cattaneo, 2014).

Compuestos fenaolicos

Los compuestos fendlicos son el grupo mas grande de metabolitos
secundarios. El elemento estructural fundamental que los caracteriza es la
presencia de al menos un anillo aromatico sustituido por uno 0 méas grupos
hidroxilos libres u ocupados por otra funcion: éter, éster o glicésido. Van
desde estructuras simples con un anillo aromatico a polimeros complejos
tales como taninos y ligninas. Solamente las plantas y microorganismos son
capaces de sintetizar biologicamente el nicleo aromatico. En los animales
casi siempre depende de su nutricion o simbiosis. La aromatizacion de los
compuestos fendlicos de plantas sigue la via del acido shiquimico dando

lugar a &cidos cinamicos y benzoicos, acetofenonas, lignanos, ligninas y
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cumarinas y la via del acetato-malonato que da lugar a policétidos que
forman ciclos generando cromonas, isocumarinas, orcinoles, dépsidos,
depsidonas, xantonas y quinonas (Isla, 2017). La diversidad estructural de
los compuestos fenolicos es debida a su origen biosintético dual y se
incrementa por la combinacion frecuente de las vias del acido shiquimico y
acetato malonato en la elaboracion de compuestos de origen mixto como
los flavonoides. La participacion de un tercer elemento, el mevalonato,
también es posible, aunque menos frecuente y dan derivados mezclados del
acido shiquimico y el mevalonato, tales como quinonas o furano y
piranocumarinas 0 en compuestos mixtos de acetato y mevalonato por

ejemplo los cannabinoides (Isla, 2017).

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse de acuerdo con su esqueleto

basico y al numero de atomos de Carbono (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos segun su complejidad.

Ce Fenoles simples

Ce-C1 Acidos Benzoicos y relacionados
Ce-C2 Acetofenonas, acido fenol acético
Ce-Cs Acidos cinamicos y relacionados
Ce-Cs Cumarinas y relacionados

Ce-C3-Cs  Flavonoides y derivados

Ce-C1-Cs  Benzofenonas y estilbenos

Cs-C2-Cs  Xantonas

(Ce-C3)n  Lignanos, ligninas

El total de la ingesta de compuestos fenolicos esté en el orden de 1 g/dia.
Las formas libres de estos compuestos estan raramente presentes en las
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plantas. Mas a menudo se presentan como ésteres, glicdsidos y complejos

ligados a estructuras celulares, siendo el conocimiento de estos ultimos

bastante escaso (Nardini & Ghiselli, 2004).

Acidos Fenélicos

De la clasificacion precedente destacamos en primera instancia a los
4cidos fendlicos. Encontramos en ellos dos grupos: Acidos Benzoicos y

Acidos cinamicos y sus derivados (Tabla 1y 2, Figura 1).

Los acidos benzoicos o los derivados del &cido hidroxibenzoico tienen
una estructura basica Ce-C;. Los principales son el acido galico, acido
salicilico, acido p-hidroxibenzoico, é&cido protocatéquico, é&cido
vainillico y acido siringico. El acido galico forma parte de estructuras
méas complejas, tales como los taninos hidrolizables (galotaninos y
elagitaninos) (Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jime, 2004),
Figura 2.

Los é&cidos cinamicos o derivados del acido hidroxicindmico, estan
ampliamente distribuidos como conjugados en materias vegetales, tiene
una estructura basica Cg-Cs. Los mas comunes son los acidos cafeico,
ferulico, sindpico y p-cumarico. Se encuentran raramente libres, ya que
por regla general se hallan presentes en forma de derivados. Asi, por
ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el acido quinico
como 4&cidos clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico 'y

criptoclorogénico (Cseke, 2006).

Los acidos fendlicos constituyen alrededor de un tercio de los fenoles de
una dieta (Acosta-Estrada, Gutierrez-Uribe, & Serna-Saldivar, 2014). En

general pueden estar en forma libre o ligado a componentes celulares de
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la planta a través de uniones éter, éster o acetales (Acosta-Estrada,

Gutiérrez-Uribe, & Serna-Saldivar, 2014; Cseke, 2006).

Las cumarinas e isocumarinas se biosintetizan a partir de los derivados

fenilpropanoides Cs-C3, se encuentran generalmente en forma de glicosido

(Cseke, 2006) en las Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae y Leguminosae. Estos

compuestos pueden presentarse en la cubierta de las semillas, frutos, flores,

raices, hojas y tallos, pero, en general, las mayores concentraciones se

encuentran en frutos y flores (Krueger, Winheim, & Morlock, 2018; Lake,

1999).

Rl R4
R, COOH  Rs \
COOH
R; R Ry

Acidos benzoicos Acidos cinamicos

Figura 1. Estructura basica de acido benzoico y acido cinamico.

Tabla 2. Estructura quimica de acidos fendlicos.

Acido R R, Rs R4
Acidos Galico OH OH OH
derivados del Pprotocatéquico H OH OH
acido benzoico  vainillico H OH  OCH;

Siringico OCH; OH OCHj3
Acidos Cafeico H H OH OH
derivados del Ferulico H H OH OCH;
acido cinamico Sinapico H OCH; OH OCHg

p-cumarico H H OH H
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GALOTANINO

Figura 2. Estructuras quimicas de taninos hidrolizables (galotaninos).

Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de los
compuestos fendlicos, dividiéndose en varias subclases con més de 5000
compuestos (Cseke, 2006; Harborne & Williams, 2000). Son los
polifenoles mas comunes en las plantas y se distribuyen en varias
subfamilias. Su estructura bésica (flavan) consta de dos grupos fenilo
(anillo Ay anillo B) unidos por un puente de tres carbonos que forman un
anillo heterociclico oxigenado (anillo C). En funcion de los grados de
oxidacion e insaturacion del anillo heterociclico se pueden diferenciar
varias clases de flavonoides y dentro de cada clase se pueden establecer
diferencias en base a la naturaleza y nimero de sustituyentes unidos a los
anillos (Robards, Prenzler, Tucker, Swatsitang, & Glover, 1999). Los
flavonoides se encuentran a menudo hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7,
3’, 4 y 5°. La presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la
posicion 3 determina la subdivision en las dos clases principales de
flavonoides: los 3-hidroxiflavonoides (flavanoles, flavonoles, flavanonoles,

flavan-3,4-dioles o leucoantocianidinas, antocianidinas, proantocianidinas
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0 taninos condensados) y los flavonoides no hidroxilados en posicion 3
(flavonas, isoflavonas, flavanonas). Los precursores de todos los
flavonoides son las chalconas que tienen los anillos A y B y una cadena
carbonada estructuralmente relacionada al propano. La clasificacion de los

flavonoides agliconas se hace en base a dos criterios (Cseke, 2006):

a) De acuerdo con la posicion del anillo B en carbono 2, 3 0 4 del anillo C.
En las flavonas, flavanonas, flavonol y antocianinas el anillo B se ubica en
la posicion 2 del anillo heterociclico mientras que en los isoflavonoides se
ubican en posicién 3. En un grupo derivado del cromano el anillo B se

encuentra en posicion 4 (neoflavonoides).

b) De acuerdo con el grado de oxidacion del anillo C se pueden clasificar

en flavonas, flavanonas, flavonol, catequinas y antocianinas.

Flavonas

Las flavonas tienen en su anillo heterociclico tres grupos funcionales
incluyendo grupo carbonilo, hidroxilo y doble enlaces conjugados, son
lipofilicos e hidrofilicos. Pueden ser O y C-glicosiladas. Son abundantes en
frutos y verduras. Las flavonas C glicosiladas han recibido mucha atencion
debido a sus maltiples propiedades, antioxidante, anticancer, antidiabetes,
antihipertensiva, antiviral, antibacteriana, antiinflamatoria. Su actividad es
mayor que las agliconas o las flavonas O-glicosiladas. Son drogas muy
prometedoras (Singh, Kaur, & Silakari, 2014; Xiao, Capanoglu, Jassbi, &
Miron, 2016), Figura 3. Se ha demostrado que cereales como el maiz, trigo
y arroz sintetizan predominantemente flavonas C-glicosiladas (Xiao et al.,
2016).
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Orientina Isoorientina Vitexina 4”-0-glucdsido

Figura 3. Estructura quimica de flavonas C glicosiladas.

Flavanol (catequinas)

El término catequina se usa comunmente para referirse al subgrupo
flavanol, flavan-3-ol. Las catequinas se diferencian de los flavonoides que
contienen grupos carbonilos ya que ellas no poseen estos grupos
funcionales en su anillo heterociclico (Cseke, 2006). Altas concentraciones
de catequina se pueden encontrar en las hojas de té, y frutas como uvas
negras y fresas. Las catequinas reaccionan con galotaninos formando
complejos (epigalocatequina) responsables de sensaciones de astringencia y

amargor, Figura 4.
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Figura 4. Estructuras quimicas de catequinas.

Chalconas, auronas

Las chalconas y auronas y, en menor grado los flavonoles, estan
involucrados en el color amarillo-anaranjado de las flores y frutos
(Andersen & Markham, 2006). Las chalconas tienen accion fungitoxica,
antimicrobiana y modulan la captacién de la glucosa por ligamiento a un
transportador de la membrana plasmatica del enterocito por lo que tienen

efecto hipoglucemiante (Cazarolli et al., 2010).
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Antocianinas

Derivan del cation 2-fenil benzopirilo, mas comUnmente denominado
cation flavilio. De acuerdo con la literatura, 21 antocianinas han sido
completamente descriptas, de las cuales solo seis estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza y son encontradas a menudo en frutas y
vegetales (Escribano-Bailon, Santos-Buelga, & Rivas-Gonzalo, 2004).
Ellas son: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y
malvidina. Los glucidos se unen en la posicion 3 de la antocianidina. Si
existen grupos adicionales, ocupan la posicion 5 y/o 7. Los azlcares mas
comunes son xilosa, arabinosa y ramnosa entre la pentosas y galactosa y
glucosa entre las hexosas. Los azUcares pueden ser sustituidos por acidos

alifaticos, hidroxibenzoicos o hidroxicinamicos.

Poseen una maxima absorcion en la region visible entre 465-550 nm, y otra
menos intensa en la ultravioleta entre 270-280nm. Un incremento en la
hidroxilacion produce un color azul, mientras que un incremento en la
metoxilacion, rojo. A diferentes pH presentan diferentes formas quimicas:
cation flavilo (pH 1) que da el color rojo, la base quinoidal (pH 7) azul y, la
pseudobase carbinol y chalcona (pH 4,5) ambas incoloras. Presentan una
alta coloracion a pH acido debido a que contienen un cromdéforo con 8

dobles enlaces conjugados (Figura 5).
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Figura 5. Estructuras de antocianinas a diferentes pHs.

Su estabilidad se ve afectada negativamente por la exposicion a la luz, altas
temperaturas, tiempo de almacenamiento, aumento del pH, oxigeno,
estructura quimica, interacciones con acido ascorbico, degradacion
enzimatica, y, positivamente, por formacion de complejos o quelatos con
cationes metalicos, copigmentacion (el i6n flavilo es casi planar y muestra
una deslocalizacion electronica que se extiende por todo el grupo
croméforo por lo que es la Unica especie capaz de copigmentar
provocandose un efecto hipercromico. Esto ocurre mediante asociaciones
moleculares entre las antocianinas y cofactores incoloros tales como
flavonoides, acidos fendlicos, grupos acil aromaticos, etc.), asociacion
intramolecular (acilacion) y polimerizacion.
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Las antocianinas tienen un amplio rango de actividades bioldgicas. El
consumo de alimentos ricos en estos pigmentos ha sido asociado con un
incremento en la agudeza visual (Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah, 1998),
capacidad antioxidante (Degenhardt, Knapp, & W.interhalter, 2000),
vasoprotectora y antiinflammatoria (Sweeny & lacobucci, 1981),
antiagregacion plaquetaria, etc. Por ello son utilizadas como aditivos

alimentarios en bebidas, mermeladas y productos de confiteria.

Taninos condensados

Los taninos condensados son los productos polimerizados de flavan-3-ol
(catequinas, epicatequinas o epigalocatequinas o epigalocatequingalato) o
flavan-3,4-diol o una mezcla de ambos, mediante enlaces interflavan (4-6
y/o 4-8) (Figura 6). Son llamados también proantocianidinas. Generalmente
reaccionan con aminoacidos o proteinas de la dieta y su absorcion

disminuye cuando incrementa su grado de polimerizacion.

OH
OH

Figura 6. Estructura de un tanino condensado.
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Desde el punto de vista farmacoldgico, presentan acciones derivadas de su
capacidad de formar complejos y precipitar metales, alcaloides y proteinas,
se utilizan como antidiarreicos, antimicrobianos y como antidotos para
envenenamiento con alcaloides y metales pesados (Andrade & Fasolo,
2014; Hagerman, 2002; Makkar, Blummel, & Becker, 1995; Robbins et al.,
1987; Scalbert, 1991; Silva & Filho, 2002; Vladimir-Knezevic et al., 2011).
En general actian como antioxidantes y modulan la actividad enzimatica
de glucosidasas, tirosinasas, ciclooxigenasa, lipooxigensas, entre otras
(Macékova et al., 2015).

TERPENOIDES Y ESTEROIDES

Los terpenos representan una familia de compuestos que agrupa a una gran
variedad de estructuras, de los cuales se han aislado cerca de 30.000
compuestos, todas ellas derivadas del isopreno. Generalmente su
acumulacion y secrecion esta asociada a estructuras anatdmicamente
especializadas: tricomas glandulares, cavidades secretoras de hojas,

epidermis glandular de pétalos de flores, frutos, etc (Cseke, 2006).

Los isoprenoides se clasifican de acuerdo al namero de unidades
isoprenoides que los constituye: a) Hemiterpenos: C5, su representante es
el propio isopreno, el cual es altamente volatil y es liberado por tejidos
fotosintéticamente activos; b) Monoterpenos: C10 presenta dos unidades de
isopreno; c) Sesquiterpenos: C15 presenta tres unidades de isopreno; d)
Diterpenos: C20 presenta cuatro unidades de isopreno; e) Triterpenos: C30
presenta seis unidades de isopreno: f) Tetraterpenos: C40 presenta ocho
unidades de isopreno; g) Politerpenos: > de 8 unidades de isopreno (Cseke,
2006).
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Desde el punto de vista farmacéutico, los grupos con principios activos de
naturaleza terpénica mas interesantes son: monoterpenos y sesquiterpenos
constituyentes de los aceites esenciales, derivados de monoterpenos
correspondientes a los iridoides, lactonas sesquiterpénicas que forman
parte de los principios amargos, algunos diterpenos, triterpenos y esteroides
entre los que se encuentran las saponinas y los heterésidos cardiotonicos

y tetraterpenoides como los carotenoides (Cseke, 2006).

Dentro de los tetraterpenoides se encuentran los carotenoides, pigmentos
lipofilicos. Su caracteristica particular es la presencia de una cadena
carbonada con dobles enlaces conjugados en la parte central de la
molécula, vulnerable a la oxidacion y cis-trans isomerizacion. Los
carotenoides son una clase de productos naturales de mas de 700
compuestos quimicos diferentes que son sintetizados por las plantas,

levaduras, hongos y bacterias fotosintéticas (Gil Hernandez, 2010).

En los vegetales juegan un papel importante ya que son precursores de la
hormona vegetal acido abscisico, participan en la fotosintesis, protegen
contra dafos ocasionados por los procesos fotooxidativos y proporcionan a
las frutas y flores diversos colores (amarillo-anaranjado-rojizo) que atraen a

los polinizadores y dispersadores de semillas (Ohmiya, 2011).

Los carotenoides son componentes esenciales de la dieta, son precursores
de la biosintesis de la vitamina A y tienen funciones antioxidantes
(Ohmiya, 2011).

Acido ascérbico

La vitamina C o acido ascorbico es un antioxidante hidrosoluble con un

alto poder reductor. Actua como cofactor de numerosas enzimas implicadas
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en la biosintesis de colageno, carnitina y algunos neurotransmisores Yy,
puede depurar una gran variedad de especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno en medios acuosos. La vitamina C se considera esencial ya que
no puede ser sintetizada por los seres humanos, por lo tanto, se la debe
ingerir a través de la alimentacion. Se encuentra naturalmente presente en
los alimentos, especialmente en frutas y verduras (Valente, Albuquerque,
Sanches-silva, & Costa, 2011). Varios estudios epidemioldgicos mostraron
que disminuye el riesgo de adquirir enfermedades cronicas, como
enfermedades del corazén, diabetes, cancer o enfermedades

neurodegenerativas (Cattaneo et al., 2014).

Bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos
bioactivos

El potencial de estos compuestos de ejercer efectos fisioldgicos positivos
depende de su consumo, liberacion desde la matriz (caracteristicas de la
matriz, forma quimica del nutriente), cambios durante la digestion,
metabolismo y la posterior interaccion con los tejidos diana Yy
biodistribucién, incluso antes de considerar dosis y factores relacionados
con el consumidor particular (edad, estado nutricional, estilo de vida). La
biodisponibilidad de macronutrientes (carbohidratos, proteinas, y grasas) es

usualmente muy alta, méas del 90% de la cantidad ingerida.

La bioaccesibilidad es el primer paso para la biodisponibilidad de
fitoquimicos (Figura 7). En esta etapa, el bioactivo es liberado de la matriz
alimenticia y se convierte en una forma quimica que puede unirse a las
celulas intestinales y entrar en ellas o pasar entre ellas. La masticacion,
digestion enzimética de los alimentos en la boca, mezcla con acido y con

las enzimas en el jugo géstrico, y la liberacion en el intestino delgado son
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las operaciones unitarias del proceso por el cual los nutrientes se hacen
bioaccesibles. El intestino delgado es el sitio principal de absorcion de
nutrientes mientras las enzimas del jugo pancredtico contindan

descomponiendo la matriz alimenticia.

La biodisponibilidad gastrointestinal (G1) de los compuestos bioactivos se
ve drasticamente afectada por la liberacion restringida de los compuestos
de la matriz vegetal, la solubilidad en el fluido GlI, la permeabilidad a
traves del epitelio intestinal, asi como las reacciones enzimaticas y
quimicas que se producen dentro del tracto Gl (Yao, Xiao, & Mcclements,
2014). Son necesarios cuatro pasos esenciales para la absorcion efectiva de

los compuestos:

1. Liberacién de la matriz alimentaria.
2. Incorporacion en micelas de bilis.
3. Absorcion por células epiteliales.

4. Incorporacion en los quilomicrones con secrecion en el sistema linfatico.
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La Biodisponibilidades la
clave de la eficiencia
nutricional. Del total de la
comidaingerida, una
pequefia cantidad es
asimiladay usada para
almacenajey funciones
metabdlicas

BIODISPONIBILIDAD

MATERIAL
BIOACCESIBLE

Eventos que tienen lugar
durante la digestion para
la transformacion en
potencial material
biodisponible.

Absorcion/asimilacion a
través del epitelio.

BIOACTIVIDAD
CON
BIOMOLECULAS

ransporte y asimilacion
por el tejido diana.
Eventos que tienen lugar
durante la interaccion de
biomoléculas.

Metabolismo o
biotransformacion y

generacion de un
Metabolismo biomarcador.
presistémico.

Figura 7. Esquema de relacion entre biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioactividad
(Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, & Pérez-Galvez, 2009).

Los métodos in vitro de simulacion de digestion gastrointestinal sirven para
determinar la bioaccesibilidad (disponibilidad para la absorcion intestinal)
de los compuestos y pueden usarse para evaluar el disefio de alimentos

funcionales.

El primer paso en el metabolismo de los fitoquimicos principalmente los
polifenoles es la deglicosilacion previa a la absorcion en el intestino
delgado. La hidroélisis empieza en la cavidad oral por la actividad a-amilasa
de la saliva y la microbiota oral. Continda a traves del tracto digestivo
hacia el estdmago, donde se reduce el tamafio de las particulas de alimento,
se deglicosilan por accion de enzimas hidroliticas lo que provoca la
liberacion de agliconas. Se ha estimado, por ejemplo, que el 5-10% de los
polifenoles ingeridos son absorbidos en el intestino delgado, mientras que

el 90-95% alcanzan el colon donde son degradados intensamente por la
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microbiota en una diversidad de metabolitos fenolicos bioactivos

(floroglucinol, acido hidrocafeico, acido florético) que son absorbidos.

Los polifenoles glicosilados, tales como antocianinas, glicésidos de
flavonol y de resveratrol, pueden ser hidrolizados por B-glucosidasas
intestinales. Los flavanoles monoméricos y las procianidinas dimericas
pueden ser absorbidos directamente en el intestino delgado. Una vez
absorbidos, las agliconas resultantes se biotransforman rapidamente dentro
del enterocito y el higado. Otros polifenoles llegan al colon, donde los
compuestos se someten a la accion de la microflora colonica y se
transforman en varios acidos fendélicos y otros metabolitos. Finalmente, los
metabolitos fendlicos se excretan a traves de la orina y las heces (Duefias et
al., 2015).

Las bacterias del tracto gastrointestinal en mamiferos son capaces de
liberar &cidos fendlicos libres desde complejos ligados y ser absorbidos y
entrar en el metabolismo hepatico donde son deglicosilados y
metabolizados a glucuronidos, sulfatos y derivados O-metilados (Wiseman,
2013). Otros estudios sugieren que existen formas ligadas biodisponibles
(Nardini & Ghiselli, 2004).
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ESTADOS PATOLOGICOS Y FITOQUIMICOS BIOACTIVOS

ESTRES OXIDATIVO

DEFINICION

Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor dentro de sus
células. Un desbalance en este estado normal redox conlleva la pérdida de
la homeostasis celular y a un incremento en la produccion de moléeculas
nocivas para todos los componentes de la célula, incluyendo las proteinas,
los lipidos y el ADN. Estos procesos participan en el envejecimiento y en
mecanismos etiopatogénicos de enfermedades de importancia clinica y

social, como aterosclerosis, Parkinson, Alzheimer.

El estrés oxidativo puede ser visto, entonces, como un estado bioquimico
del organismo con origen en el desbalance entre mecanismos prooxidantes
y la incapacidad del sistema biologico de decodificar rapidamente los

reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

En analogia al término “estrés oxidativo”, Hausladen y Stamler (1999) han
denominado “estrés nitrosativo” a la excesiva o desregulada formacion del
radical 6xido nitrico (NO’) y especies reactivas del nitrégeno (ERN)

derivadas del mismao.

PROOXIDANTES

Del 1-3% del oxigeno que ingresa en los pulmones en humanos, es

convertido en especies reactivas de oxigeno (ERO) (Sohal, 2002). En
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condiciones metabdlicas normales, la formacion continua de ERO y otros
radicales libres, es importante para el normal funcionamiento fisioldgico,
como para la produccién de ATP, varios procesos catabolicos y anabélicos

y los ciclos celulares que lo acompanan, el ataque de patdgenos, etc.

La generacion excesiva de estas especies puede deberse a factores
bioldgicos enddgenos (metabolismo celular, flujo de iones, patofisiologia,
ansiedad, isquemia, etc.) o factores ambientales exdgenos (patdgenos como
bacterias, virus, hongos o parasitos; drogas; toxicos; ingredientes dietarios;
factores climéaticos; contaminacién ambiental debida por ejemplo a
pesticidas, metales de transicion, residuos de drogas, entre otros) conocidos

como prooxidantes.

Asi, el termino prooxidante se refiere a cualquier endobidtico o xenobidtico
que induce el estrés oxidativo ya sea por la generacién de moléculas

dafifias o por la inhibicion de los sistemas antioxidantes.

Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN) son
generadas como subproducto del metabolismo aerdbico normal de los seres
vivos, exposicion a diversas condiciones fisicoquimicas o estados
patoldgicos. Su impacto en el organismo depende del tipo de oxidante, del
lugar e intensidad de su produccion, de la composicion y de las actividades

de diversos antioxidantes y de la capacidad de los sistemas de reparacion.

Estas moléculas pueden clasificarse convenientemente como radicalarias,
en las que esta presente al menos un electron desapareado en un orbital
atomico, o no radicalarias en la que todos los electrones estan apareados

(Tabla 3). Los radicales libres son inestables y altamente reactivos. Pueden
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donar un electron o aceptar un electron de otras moléculas comportandose
como oxidantes o reductores. Los dafios que devienen de su excesiva
generacion incluyen modificaciones de las macromoléculas celulares, como
proteinas, donde puede perderse la reactividad enzimatica; lipidos, donde
ocurre peroxidacion modificando la estructura de la membrana, el influjo
de calcio y provocando la lisis mitocondrial; y ADN, dando lugar a

mutagénesis y carcinogénesis.

Tabla 3. Especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ENO).

ERO ERN

Radicalarias Alcoxilo (RO) Oxido nitrico (NO)
Hidroxilo (OH) Dioxido  de  nitrGgeno
Peroxilo (ROy) (NG2)
Hidroperéxilo (O2H)
Anion superoxido (0O2)

No radicalarias Peroxido de hidrégeno Trioxido de dinitrdgeno
(H202) (N203)
Acido hipocloroso (HOCI)  16n nitronio (NO2")
Ozono(03) Cation nitroxilo (NO*)

Dioxigeno singulete (O2)  Acido nitroso (HNO5)
Anion nitroxilo (NO")
Cloruro de nitrilo (NO2CI)
Peroxinitrilo (OONO")

La mitocondria es el principal organulo celular responsable de la
produccioén de ERO. En ella la produccion de estas sustancias tiene lugar de
forma continua. Esto se da como resultado de la cadena transportadora de
electrones localizada en la membrana mitocondrial, esencial para la

produccion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Durante este
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proceso, pueden producirse reducciones de uno o dos electrones en lugar de
cuatro reducciones electronicas de O, lo que conduce a la formacién de O
0 H,O,, y estas especies pueden convertirse a otras ERO (Cardenas-
Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2005).

Durante el envejecimiento celular en las mitocondrias, ocurre una
acumulacién de mutaciones en su ADN, las cuales son transmitidas
aleatoriamente durante la divisién mitocondrial y la division celular. Estas
alteraciones dan lugar al incremento de la produccion del radical anion
superoxido. El radical anién superdxido puede dismutar espontaneamente o
por accion de la superdxido dismutasa para formar peroxido de hidrégeno.
Este, puede reaccionar para formar el radical hidroxilo. Esto ocurre en la
matriz mitocondrial. En la cara externa de la membrana mitocondrial, se
ubica una enzima (mono-amino oxidasa) que es una fuente importante de
H,0,, contribuyendo asi a la concentracion de especies reactivas en el

citosol celular.

En las mitocondrias ocurre también la sintesis del 0,5% de 6xido nitrico
(NO) a partir de la L-arginina, por acciéon de la éxido nitrico sintasa. El
balance entre la produccion de NO y su consumo, resulta en una
concentracion estable de NO, la cual regula la captacion mitocondrial de
oxigeno y el suministro de energia. EI NO a partir del cual se forman otras
especies como el anion peroxinitrito (ONOQO"), anion nitroxilo (NO) vy el
dioxido de nitrogeno (NO,) inhibe reversiblemente la actividad de la
citocromo oxidasa por competencia con el O,. Reacciona con el radical O,~
en una reaccién de terminacion que ocurre en la matriz mitocondrial,
generando el anion peroxinitrito (ONOQ"). Este, es una especie reactiva
altamente oxidante y nitrosante de proteinas, pues induce reaccion con los
anillos aromaéticos, sulfoxidacion de metionina, y nitrosilacion de cisteina

seguida por la formacion de un puente disulfuro, inactivando asi el
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funcionamiento de proteinas regulatorias importantes, como enzimas y
receptores (Pavanato et al., 2003; Vargas, Rivas, Nursamaa, & Zoltan,
2007). El oxido nitrico no reacciona con la mayoria de los constituyentes
celulares y suele ser bastante selectivo en la eleccion de proteinas que
contienen en su estructura cisteina o un grupo hemo, con las que reacciona
en presencia de oxigeno molecular. Sin embargo, en combinacion con
especies de oxigeno reactivo o con aumentos en el nivel de NO, la
nitrosacion y la oxidacion se observan mas facilmente. El 0xido nitrico y
sus productos de reaccion aerdbica han sido reconocidos por mucho tiempo

como citotoxicos, mutagénicos y cancerigenos.

ANTIOXIDANTES

Frente a todos los posibles dafios generados por los radicales libres, existen
mecanismos detoxificantes. El sistema de defensa antioxidante del
organismo esta constituido por un grupo de sustancias que, al estar presente
en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o

previenen significativamente la oxidacion de éste.

Pueden ejercer su efecto sobre los sistemas biologicos mediante diferentes
mecanismos incluyendo la donacion de electrones, quelacion de iones

metéalicos, o regulacion de la expresion génica, entre otros.

Los antioxidantes actian en diferentes niveles: la prevencion, la
eliminacion de radicales, la reparacion, y la adaptacion (Lobo, Patil,
Phatak, & Chandra, 2010). La primera linea de defensa son los
antioxidantes preventivos, que suprimen la formacion de radicales libres.
Reducen previamente los hidroperdxidos y peréxido de hidrégeno a

alcoholes y agua, respectivamente, sin generacion de radicales libres y
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algunas proteinas secuestran iones metalicos. Algunos ejemplos son la
glutation peroxidasa, la glutation-s-transferasa, el hidroperoxido fosfolipido
glutation peroxidasa (PHGPX) y la peroxidasa descomponen
hidroperdxidos lipidicos en los correspondientes alcoholes. La glutatién

peroxidasa y la catalasa reducen el peroxido de hidrégeno a agua.

La segunda linea de defensa son los antioxidantes que capturan los
radicales activos para suprimir la iniciacion de la cadena y/o romper las
reacciones de propagacion de la cadena. Entre ellos, vitamina C y E, acido

arico, bilirrubina, albumina, ubiquinol y tioles.

La tercera linea de defensa es la reparacion. Las enzimas proteoliticas
presentes en el citosol y en las mitocondrias reconocen, degradan y
eliminan proteinas modificadas oxidativamente y previenen su

acumulacion.

Luego viene la adaptacion donde la sefial para la produccion de los
radicales libres inducen la formacion y el transporte del antioxidante

apropiado al sitio correcto.

Existen diferentes tipos de antioxidantes. En base a su origen pueden
clasificarse como enddgenos y exogenos, segun se generen dentro del
organismo sometido a estrés oxidativo, o sea incorporado en la dieta
(Venereo Gutiérrez, 2002). De acuerdo con su mecanismo de accion, en
cambio, se dividen en enzimaticos y no enzimaticos (Lobo, Patil, Phatak &
Chandra, 2010).

Dentro del mecanismo de proteccion por enzimas antioxidantes, el
superoxido liberado por procesos tales como la fosforilacion oxidativa, se
convierte primero en perdxido de hidrégeno y luego se reduce mas para dar
agua. Esta via de desintoxicacion es el resultado de multiples enzimas, con

las superdxido dismutasa catalizando el primer paso y luego las catalasas y
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varias peroxidasas eliminando el perdxido de hidrogeno (Panda, 2012).
Dentro de los sistemas no enzimaticos enddgenos podemos citar al
glutation, la bilirrubina y dentro de los sistemas no enzimaticos exdgenos
podemos mencionar el acido ascorbico, carotenoides, polifenoles, entre
otros (Lobo et al., 2010).

LOS COMPUESTOS FENOLICOS Y EL ESTRES OXIDATIVO

La ingesta natural de moléculas antioxidantes a través de la dieta, como los
polifenoles contenidos en frutas y verduras ejerce efectos beneficiosos
sobre el envejecimiento, cancer y pérdida cognitiva (Chatzianagnostou, Del
Turco, Pingitore, Sabatino, & Vassalle, 2015; Duefias et al., 2015;
Mendoza-Wilson et al., 2016; Yashin, Yashin, Wang, & Nemzer, 2013).
Los patrones dietéticos, incluyendo el consumo regular de alimentos con
compuestos no nutritivos bioactivos, principalmente las sustancias
fenolicas, pueden conferir proteccion molecular y celular especifica ademas
de los beneficios epidemiolégicamente observados (descenso en las tasas
obesidad y en el riesgo de padecer enfermedades crénicas) (Kristo, Klimis-
Zacas, & Sikalidis, 2016). Siguiendo la clasificacion precedente, los
compuestos fenolicos, son antioxidantes exogenos no enzimaticos. Los
polifenoles incluyen mas de 10.000 compuestos y estdn entre los
compuestos antioxidantes naturales mas importantes (Cavaiuolo, Cocetta,
& Ferrante, 2013). Dentro de los compuestos fendlicos, el grupo mas
utilizado como antioxidante es el de los flavonoides. Estos pueden actuar
por maultiples mecanismos por ejemplo pueden inhibir la peroxidacién
lipidica atrapando radicales libres y desactivando ERO tales como oxigeno
singlete, radical hidroxilo, anién superoxido, etc. (Zampini et al., 2008,

2012; Moran Vieyra et al., 2009). También se ha propuesto que pueden
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reaccionar con los radicales peroxilo cediendo un proton o un electrén
interrumpiendo la propagacién de la reaccion en cadena (Carocho &
Ferreira, 2013; Lopez Alarcon & Denicola, 2013; Andrade & Fasolo,
2014). De alli, entonces, otro mecanismo por el cual ejercerian su
actividad antioxidante los flavonoides seria la transferencia de electrones
con la consecuente aparicion de una molécula radical aroxilo. Para que la
funcion antioxidante de los flavonoides sea efectiva, el radical flavonoide
formado (radical aroxilo) debe ser estable. El radical aroxilo puede ser
recuperado por otros antioxidantes, como el ascorbato. Los flavonoides
también pueden actuar como inhibidores de enzimas prooxidativas como
lipooxigenasa (LOX) o NADH oxidasa (NOx) o xantino-oxidasa (XO),
oxido nitrico sintasa (NOS), entre otras (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013).
Los flavonoides pueden favorecer la expresion de enzimas antioxidantes a
travez de la activacion o incremento de la expresion del factor de
transcripcion Nrf-2 asociado al control redox que induce la expresion de
enzimas citoprotectoras como glutatién S transferasa (GST), superdxido
dismutasa (SOD), hemooxigensas, entre otras. Otro mecanismo de accion
de los flavonoides seria inhibicién de la expresion y/o activacion de
factores de transcripcion NF-kB que inducen la expresién de enzimas
prooxidantes que participan en la respuesta inflamatoria (Lopez-Alarcon &
Denicola, 2013; Slemmer & Weber, 2014). Sin embargo, debemos tener en
cuenta que la capacidad de depurar radicales libres es un mecanismo mas
rapido para proteger blancos bioldgicos mientras que la regulacion de la
expresion es mucho mas lenta ya que implica la biosintesis de nuevas

proteinas.

Se ha demostrado que la potencia antioxidante de un flavonoide depende de
la presencia de una insaturacion entre el C2 y C3 del anillo C, la

conjugacion del anillo B con el grupo carbonilo del anillo C y del nimero y
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posicién de sus grupos hidroxilos fendlicos (Rice- Evans, 2001, Carocho &
Ferreyra 2013; Andrade & Fasolo, 2014). También es importante la
presencia de grupos funcionales capaces de complejar iones de metales de
transicion como el hierro y el cobre. Uno de los compuestos flavonoides
que relne todas estas propiedades quimicas es el flavonol quercetina
(Williams et al., 2004). No debemos olvidar que los flavonoides pueden
actuar como antioxidantes/prooxidantes dependiendo de la concentracion y
de la disponibilidad de los mismos en el organismo, asi la exposicion a
altos niveles de flavonoides, pueden originar especies reactivas de oxigeno,
tales como oxigeno singlete que puede provocar dafio en el material

genético (Lépez- Alarcon & Denicola, 2013).

INFLAMACION

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de
fenomenos moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente

a agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas y de naturaleza inespecifica.

El fendmeno inflamatorio es importante y Gtil. Una vez que se resuelve la
injuria, desaparece. Solo se debe actuar cuando el organismo no consigue
por si mismo resolver el problema. Es decir, cuando se perpetua en el

tiempo (inflamacidn crénica) o cuando se exacerba la reaccion.

La inflamacion es una manifestacion del estrés oxidativo, y las vias que
generan los mediadores de la inflamacién, como las moléculas de adhesion
y las interleucinas, son todas inducidas por estrés oxidativo (Ceriello &
Motz, 2004; Vargas, Rivas, Nursamaa, & Zoltan, 2007).

Gran parte de los fenomenos observados es debida a mediadores liberados
por las células del entorno (Figura 8).
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El fendmeno comienza en la pared vascular de las células inflamatorias a
través de un cambio en la concentraciéon intracelular de calcio. La
calmodulina activa enzimas (fosfolipasa A2) que liberan el é&cido
araquidénico (AA) con la consecuente liberacion de mediadores
inflamatorios (sustancias de caracter lipidico, sintetizadas por el mastocito).
El &cido araquiddnico, precursor de los eicosanoides, es un acido graso

constitutivo de las membranas celulares que se encuentra esterificado en los

fosfolipidos.
MEMEEANA
CELULAR
l Estimulo nocivo
Faostolipidos
l Fosfolipasa A2
Lipooxigenagsa Acido Araquidénico Ciclooxigenaza

Tromboxanos

Figura 8. Cascada del proceso inflamatorio.

Las fosfolipasas A2 (PLA2) constituyen un diverso grupo de enzimas del
tipo hidrolasa-lipasas que juegan un rol importante en una variedad de
procesos celulares induciendo cambios en la composicion membranal,
digestion y metabolismo de fosfolipidos, asi como la produccion de
precursores para reacciones inflamatorias y generan vias de sefializacion

celular (transduccion de sefiales) (Garcia & Garcia Cardona, 2009).

Una vez liberado el AA puede seguir dos vias metabolicas, llevadas a cabo

por dos enzimas claves: la ciclooxigenasa (COX), que determina la
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produccion de prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX), y la lipoxigenasa

(LOX) que conduce a la formacion de leucotrienos (LT), Figura 8.

La ciclooxigenasa (COX), también denominada prostaglandina sintetasa,
existe en dos isoformas: COX-1 y COX-2. Los genes para COX-1 se
expresan constitutivamente, y la enzima se encuentra en casi todos los
tejidos y células. La expresion constitutiva de COX-1 indica que los niveles
basales de prostanoides son importantes en el servicio de funciones
fisiologicas criticas en humanos. Un ejemplo de ello es la produccion
mediada por COX-1 de PG en el estbmago sirve para proteger la mucosa
contra los efectos ulcerogénicos del acido y, la produccion de tromboxano

en plaquetas promueve la coagulacion normal.

En contraste, los genes para COX-2 son inducibles por citoquinas y
factores de crecimiento (Gierse, Koboldt, Walker, Seibert, & Isakson,
1999). Estas enzimas juegan un papel importante en la produccion de PG
proinflamatorias y su liberacién tiene lugar en los sitios de inflamacién.
Los inhibidores selectivos de COX-2 son centrales para la regulacion de la

produccién de PG proinflamatorias.

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) ejercen sus efectos terapéuticos
mediante la inhibicion de la COX. La inhibicién de COX-1 provoca la
mayoria de las reacciones adversas gastrointestinales y complicaciones
cardiovasculares, mientras que la inhibicion de COX-2 produce los efectos
antiinflamatorios. De este modo, la aparicion de compuestos con accion
preferencial sobre COX-2 proporciona importantes ventajas terapéuticas.
La nimesulida representa una clase de AINE que se caracterizan por su

accion selectiva sobre la COX-2.

Las enzimas LOX también desempefian un papel proinflamatorio. La
actividad de 5-LOX genera al menos cuatro leucotrienos especificos (B4,

C4, D4y E4) y citoquinas (Roschek et al., 2009). Los farmacos dirigidos a
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la 5-LOX, todavia no han entrado en el mercado. El Unico farmaco
desarrollado contra esta enzima, Zileuton, se retir6 en 2008 debido a su

hepatotoxicidad.

Algunos estudios han demostrado que la inhibicién de una Unica via da
lugar a la derivacién del sustrato a la otra, lo que complica la intervencion
terapéutica. Esto ha dado lugar a interés en el desarrollo de inhibidores
duales (Devi, Ramanan, Paragi-Vedanthi, & Doble, 2017) que inhiban mas

de una via.

Hasta la fecha los farmacos son generalmente activos contra una Unica via,
dando lugar a efectos secundarios indeseables. Se sabe que los fitoquimicos
inhiben multiples objetivos simultdneamente y son capaces de interactuar
con una amplia gama de macromoléculas bioldgicas y exhiben mejores
propiedades farmacologicas en comparacion con las moléculas sintéticas.
Maés del 60% de los medicamentos en el mercado se derivan de compuestos
naturales (Molinari, 2009). Mediante ensayos epidemiologicos se demostro
que las dietas ricas en frutas y vegetales pueden reducir la incidencia de
diferentes enfermedades cronicas que comparten como origen comin algun
componente inflamatorio. EXiste un vinculo muy estrecho entre la
capacidad antioxidante de los polifenoles y su actividad antiinflamatoria
(\Valério et al., 2009; Singh et al., 2010). A los flavonoides se les atribuye
la capacidad de inhibir la actividad de enzimas proinflamatorias (COX,
LOX, FLA2) o afectar la transcripcion de enzimas prooxidantes, (NOS,
LOX, XO, NOx) (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013). Los flavonoides
como quercetina y resveratrol tienen la capacidad de interferir en la via de
activacion del factor de transcripcion NF-kB que inducen la expresion de
enzimas prooxidantes que participan en la respuesta inflamatoria (LOpez-
Alarcon & Denicola, 2013). En general se ha demostrado que los

flavonoides polihidroxilados inhiben preferentemente a la 5-LOX y los
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menos hidroxilados inhiben a la COX. En cambio, in vivo pueden
comportarse como inhibidores duales, probablemente debido a la
biotransformacién que sufren en el organismo. Hay estudios que indican
que las flavonas inhiben preferentemente a la COX mientras que los
flavonoles parecen inhibir preferentemente a la LOX (Verri et al., 2012;
Kim et al., 2004, 2014). Se han reportado flavonoides que actdan sobre
células que participan en el proceso inflamatorio como por ejemplo sobre la
proliferacion de Linfocitos B y T o sobre la sintesis de mediadores
proinflamatorios inducidos por LPS o citoquinas como TNF o la IL-1B en
macréfagos. Los polifenoles inhiben de la liberacion de enzimas
lisosomales (Chow et al., 2005); atenuar la expresidbn de genes
proinflamatorios (Kwon et al., 2005), e inhiben la sintesis de oxido nitrico
(Mamani-Matsuda et al., 2004)

Esto pone de manifiesto que son excelentes fuentes para el disefio de
farmacos multivectoriales contra la inflamacion (Devi et al., 2017;
Sivakumar et al., 2009; Williams et al., 2013).

SINDROME METABOLICO

El Sindrome Metabdlico (SM) es una entidad clinica controvertida que
aparece, con amplias variaciones fenotipicas. No se trata de una Unica
enfermedad sino de una asociacion de problemas de salud que pueden
aparecer de forma simultdnea o secuencial en un mismo individuo,
causados por la combinacion de factores genéticos y ambientales asociados
al estilo de vida en los que la resistencia a la insulina se considera el

componente patogénico fundamental (Bello Rodriguez et al., 2012).
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Existen condiciones asociadas y predisponentes de este cuadro patologico
tales como sedentarismo, incremento de la edad, desbalance hormonal,

carga genética, pertenencia étnica y dietas aterogénica y diabetogénica.

A nivel internacional, no existe un criterio Unico para definir el SM. Esos
conceptos muestran diferencias, no solo con relacién a los parametros que
se proponen para su diagnostico (deteccion de insulinorresistencia,
mediciones antropomorficas, dosajes en sangre de triglicéridos, HDL, y
glucosa, presion arterial y presencia de microalbuminuria), sino tambien
con respecto a los puntos de corte fijados para cada uno de ellos
(Wassermann & Grosso, 2013).

Asi también, el origen fisiopatologico del sindrome metabdlico aln esta en
discusién. Se ha sugerido que la fisiopatologia esta basada principalmente
en la resistencia a insulina (RIl), como origen del conjunto de
anormalidades que conforman el sindrome. Sin embargo, hay autores que
consideran que se deben tratar por igual cualquiera de los componentes del
sindrome y no al conjunto como una sola entidad, o tratar de entenderlo

con un origen comun (Lizazaburu Robles, 2013).

En cuanto a la epidemiologia, en los paises iberoamericanos se estan
alcanzando niveles alarmantes equiparables a los de los paises
desarrollados. Alrededor del 20% por ciento de individuos en edad adulta
padecen este sindrome. La edad de los individuos propensos a padecer de
SM ha ido bajando, lo cual obedece a la tendencia hacia los malos habitos
de alimentacion y escaso ejercicio fisico de la poblacion en general desde

etapas muy tempranas de la vida (Lopez, Sosa, & Labrousse, 2007).

La presencia de este sindrome triplica el riesgo de enfermedad vascular
tanto coronaria como cerebral, incrementa el riesgo de deterioro de la

funcion renal y quintuplica el riesgo de mortalidad cardiovascular
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considerandose como predictor de morbilidad y mortalidad cardiovascular
(Wassermann & Grosso, 2013).

Fisiopatologia del sindrome metabdlico

El aumento del tejido adiposo como consecuencia de las dietas
hipercaloricas y el bajo gasto energético, y en particular el incremento de la
grasa visceral abdominal, tienen un papel primordial en la patogenia y la
morbilidad del SM, al cual se asocia un aumento de la insulinemia y

resistencia a su accion en tejidos periféricos.

El metabolismo lipidico normal incluye liberacion de acidos grasos libres
(AGL) desde los adipocitos a la sangre circulante, hacia el higado y el
musculo. La tendencia fisioldgica es el almacenamiento de triglicéridos
(TG) en adipocitos pequefios periféricos, pero cuando la capacidad de estas
células se sobrepasa, se acumulan en el masculo y causan resistencia a la
insulina de dichos tejidos. Este almacenamiento disfuncional de energia del
obeso es, para muchos autores, el punto clave para el desarrollo del SM. En
el higado, una parte es oxidada y la mayoria reesterificada a TG. Si el
proceso de reesterificacion se satura, la acumulacion de TG puede conducir
al higado graso. ElI aumento de la liberacion de AGL vy la sintesis de TG
son los puntos clave en las alteraciones lipidicas del SM, por lo que un
posible aspecto terapéutico seria aumentar la sensibilidad de los adipocitos

a la insulina para incrementar su capacidad de almacenamiento de TG.

La obesidad abdominal favorece la aparicion de dislipidemia e hipertension
arterial, asi como la alteracion de las concentraciones de glicemia en

ayunas. La circunferencia de la cintura, como reflejo del tejido adiposo
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visceral, se asocia con un aumento del riesgo de enfermedad

cardiovascular.

El nexo comln entre todos estos factores de riesgo es la resistencia
insulinica. Cuando hay resistencia a la insulina, el pancreas intenta

compensar esta situacion mediante un hiperinsulinismo.

La falta de accion inhibidora de la lipolisis sobre los adipocitos produce
una activacion de la lipolisis de los TG y la liberacion a la circulacion
periferica de AGL. Tanto la hiperinsulinemia como estos AGL disminuyen
la accion en el tejido adiposo de la enzima catalitica lipoprotein lipasa, con
lo que se produce un aumento de la produccién de TG vy lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL).

Sin embargo, el colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-C)
no esta elevado. Por una parte, son tomadas por los macrofagos, que se
convierten en células espumosas y, por otra, tienen una acciéon local

inflamatoria, facilitando la formacién de la placa de ateroma.

Las HDL son sometidas a la hidrolisis de la lipasa hepética, pierden su
poder antioxidante y antiinflamatorio y acortan su vida media, lo que
supone un riesgo de enfermedad cardiovascular, independientemente de los

valores de LDL y triglicéridos en sangre.

El hiperinsulinismo y la insulino-resistencia del SM pueden promover per
se la hipertension arterial. La presion arterial elevada en presencia de
dislipidemia favorece el aumento de la filtracion de lipoproteinas pequefias
a través de los capilares, produciéndose un aumento de la concentracion de
lipoproteinas aterogeénicas en el tejido intersticial, lo que facilita el deposito
de colesterol en la pared de las arterias y en los macréfagos (Fernandez-
Travieso, 2016).
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Ademas de las repercusiones en el desarrollo de la aterosclerosis,
ultimamente se han relacionado el SM y la RI con otras enfermedades,
como el higado graso no alcohdlico y el sindrome del ovario poliquistico
(Gimeno, Martinez, Calleja, & Lenguas, 2005). En cuanto a los factores de

riesgo subyacentes, encontramos la Obesidad y la Insulinorresistencia.

OBESIDAD

La incidencia de la obesidad esta aumentando a un ritmo alarmante y se

esta convirtiendo en un importante problema de salud publica.

La obesidad se define de forma general como una "manifestacion
fenotipica de acumulacion anormal o excesiva de grasa que altera la salud y
aumenta la mortalidad” (Organizaciéon Mundial de la Salud, 1998). Surge
de un desequilibrio en la elevada ingesta de energia y el insuficiente gasto

energeético.

Se trata de una enfermedad cronica compleja, multifactorial, que se
considera un factor de riesgo para la génesis o el desarrollo de diversas
enfermedades, incluyendo hipertension, diabetes tipo 2 (estado
prediabético, Zimmet, Alberti, & Rios Serrano, 2005), enfermedad
coronaria, patologias inflamatorias bésicas, cancer, complicaciones

respiratorias, y osteoartritis (Ahn, Lee, Kim, Park, & Ha, 2008).

Se considera como un complejo trastorno neuroendocrino en el que la
predisposicion genética y los factores fisiologicos, etiologicos, ambientales
y sociales actuan en concierto (Gonzalez-Castejon & Rodriguez-Casado,
2011).

A nivel tisular, la obesidad es inducida por la hipertrofia de los adipocitos y

la generacion de nuevos adipocitos a partir de células precursoras. En los
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casos en los que se pone de manifiesto hipertrofia, se registra la
consecuente pérdida de la capacidad de almacenar energia por mecanismos
de translocacion ectopica de &cidos grasos libres (depdsito en 6rganos
como el higado, corazén, musculo esquelético, células beta del pancreas
donde se observan efectos toxicos agravados por lipoperoxidacion dentro
del tejido hasta provocar la disfuncion organica) e inflamacién del tejido
adiposo (adipositis crénica, acumulacion de macrofagos, produccion de

citoquinas -proinflamatorias/proaterogénicas- y resistencia a la insulina).

Adicionalmente, la obesidad promueve el estrés oxidativo, aunque aun no
estd claro si esto se debe a la condicion patolégica independiente de la
obesidad o a alteraciones relacionadas con la homeostasis fisiolégica como

hiperglucemia e hiperlipidemia.

La respiracion mitocondrial, a través de la oxidacion de la glucosa y/o
acidos grasos, puede generar estrés oxidativo. Este proceso puede
exacerbarse en la obesidad debido a los niveles mas altos de sustratos
mitocondriales disponibles, es decir, glucosa alta y acidos grasos, lo que

puede causar la produccidn de superoxido.

Junto con la alteracion de la funcion mitocondrial, la obesidad y la
acumulacion de masa grasa puede causar un ambiente prooxidativo
(Varela-Lopez, Quiles, Cordero, Giampieri, & Bullon, 2015) mediante la
estimulacién de la inflamacion cronica. La inflamacion genera altos niveles
de produccién de radicales libres por las células inmunes como parte de la

respuesta inmune.

Este estrés oxidativo podria ser el punto de inflexiébn molecular en la
progresion de la mala salud asociada con la obesidad, pudiendo acelerar la
progresion de otras enfermedades y patologias relacionadas con la edad,
por ejemplo, Alzheimer y multiples formas de cancer (Salmon, 2016), esto
ultimo demostrado en modelos murinos.
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El tratamiento de la obesidad consiste en la prescripcion de dos tipos de
medicamentos. El farmaco Orlistat que reduce la absorcion intestinal de
grasa a través de la inhibicion de la lipasa pancreética, y la sibutramina, que
es un anorexigeno. Ambos costosos y potencialmente peligrosos (por
ejemplo, Orlistat presenta efectos secundarios gastrointestinales
indeseables como manchas de grasa, flatulencia, frecuentes deposiciones
sueltas, incontinencia fecal, déficit en la absorcion de vitaminas
liposolubles; en cuanto al nombrado anorexigeno, la FDA (Food and Drug
Administration) ha ordenado suspender la comercializacion de este
medicamento en Estados Unidos debido a sus efectos perjudiciales sobre el
aparato cardiovascular. También se ha retirado del mercado por los mismos

motivos en la mayor parte de los paises de Europa y el resto del mundo.

Por ello hay toda un area de investigacion abocada a la seleccion de
productos naturales, incluyendo extractos naturales y compuestos aislados
de las plantas, que presenten efectos tendientes a contrarrestar este

trastorno.

Entre los compuestos utilizados en la nutricion moderna y la farmacologia,
los polifenoles que se caracterizan por presentar marcada actividad
antioxidante son significativos como agentes antiobesidad. Son capaces de
reducir los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol LDL en la sangre,
aumentar el gasto energético y la oxidacion de grasa, provocar el descenso
de peso corporal y adiposidad. Se ha demostrado que también son capaces
de inhibir las enzimas relacionadas con el metabolismo de las grasas,
incluida la lipasa pancreatica, lipoprotein lipasa y glicerofosfato
deshidrogenasa (Mashmoul, Azlan, Khaza’ai, Yusof, & Noor, 2013). Los
mecanismos antiobesidad de los fitoquimicos parecen implicar la
mediacion de vias de sefializacion celular complejas e interconectadas. La

combinacion de fitoquimicos mdaltiples puede dar lugar a efectos
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sinérgicos. Son capaces de reducir la masa del tejido adiposo mediante la
inhibicion de la proliferacion de células precursoras, aumentar la tasa de
apoptosis durante el ciclo de vida de los adipocitos e inhibir la absorcion de
triglicéridos en la dieta mediante la reduccion de la actividad de la lipasa

pancreéatica (Williams et al., 2013).

DIABETES MELLITUS

Mas de 400 millones de personas en el mundo padecen diabetes y desde la
década del "80 la prevalencia en la poblacién adulta se ha duplicado (del
4,7% al 8,5%, Organizacion Mundial de la Salud, 2016) y ésta ha tenido
un crecimiento acelerado en Iberoamérica, asociado al incremento en las
tasas de obesidad y sobrepeso, producto de la rapida urbanizacion
experimentada en los Gltimos afios, la cual determina cambios en actividad
fisica y en los hébitos dietéticos (Lopez-Jaramillo, Rey, Gomez-Arbeléez,
Rodriguez, & LoOpez-Lbépez, 2011). Siendo el riesgo general de morir,
entre las personas con diabetes, de al menos del doble de las personas que

no la padecen.

La diabetes es una enfermedad cronica progresiva que se caracteriza por la
elevacion de las concentraciones de glucosa en la sangre, que sobreviene
cuando el pancreas no produce suficiente o cuando el organismo no puede
usar eficazmente la insulina que produce. Las concentraciones de glucosa
plasmatica anormalmente altas (hiperglucemia) pueden, lesionar
gravemente distintos organos, llevando a la manifestacion clinica de infarto
del miocardio, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal,
amputacion de miembros inferiores, pérdida de agudeza visual y

neuropatias.
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Existen dos tipos de diabetes. La diabetes de tipo 1 (insulinodependiente)

cursa con una produccion deficiente de insulina en el organismo.

En la diabetes de tipo 2 (DMT2) el organismo no usa la insulina
eficazmente y es la mas generalizada de los dos tipos de diabetes. A pesar
de tratarse de una enfermedad que tiene su mayor ocurrencia entre los
grupos etarios superiores, actualmente se empez6 también a diagnosticar en
nifios. El riesgo de DMT2 se ve determinado por la interaccion de factores
genéticos y metabdlicos, y se incrementa por factores étnicos, antecedentes
familiares, edad avanzada, sobrepeso y obesidad, alimentacion malsana,
falta de actividad fisica y tabaquismo. EIl exceso de grasa corporal, cuya
medicion refleja varios aspectos del régimen alimentario y de la actividad
fisica, es el factor que se asocia mas estrechamente con el riesgo de DMT2.
El manejo correcto de la hiperglucemia postprandial es importante para la
prevencion de las complicaciones micro y macrovasculares. La promocién
de un regimen alimentario mas sano y de la actividad fisica son mas
eficaces que los farmacos. Diversas intervenciones farmacolégicas (por
ejemplo, el tratamiento con metformina y acarbosa) previenen o retrasan la
aparicion de la DMTZ2, pero en la mayoria de los estudios no han sido tan
eficaces como la modificacion de la alimentacion y la actividad fisica, y su

efecto se disipa cuando se suprime el medicamento.

Los farmacos tienen como blanco de accion mejoras en la secrecion de
insulina (por ejemplo, gliburida y glipizida) o la sensibilidad
(tiazoloninonas y biguanidas como la Metformina) o control de
la hiperglucemia. Para este Gltimo objetivo se emplean farmacos que
retrasan y/o previenen la absorcion de glucosa. Las enzimas digestivas, a-
amilasa y a-glucosidasa, son enzimas clave en la descomposicion del
almidon en glucosa antes de su posterior captacion en el torrente

sanguineo. Farmacos, como el Miglitol y la Voglibosa, son eficaces sélo en
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la inhibicién de la a-glucosidasa, pero la acarbosa proporciona inhibicién
tanto de la glucosidasa como de la amilasa. Estos farmacos pueden causar
efectos secundarios como disconformidad abdominal, flatulencia y diarrea
que reducen el cumplimiento del paciente y la efectividad del tratamiento
(Van de Laar et al., 2005). Como resultado, hay interés de descubrir drogas

para reemplazalos (Pantidos, Boath, Lund, Conner, & McDougall, 2014).

En las ultimas décadas, la reputacion de los remedios herbales ha
aumentado globalmente debido a su eficacia terapeéutica y seguridad.
Muchas plantas han sido estudiadas por su potencial antidiabético
(Alamgir, Javid, Hameed, & Mustafa, 2015).

Las dietas a base de alimentos naturales, ricas en compuestos bioactivos,
como los polifenoles, son estrategias atractivas para limitar la absorcion
intestinal de glucosa y una herramienta potencial de control glucémico.
Varios polifenoles dietarios y sus metabolitos influyen en el metabolismo
de los carbohidratos en muchos niveles (Atkinson, 2005; Rechner et al.,
2002) inhibicién de la digestion de carbohidratos y absorcion de glucosa en
el intestino, estimulacion de la secrecion de insulina de las células B,
modulacion de la liberaciéon de glucosa del higado, la activacion de los
receptores de insulina y la captacion de glucosa en los tejidos sensibles a la
insulina son so6lo algunos de los mecanismos de accion descriptos (Barberis
etal., 2017; Kumashiro et al., 2011).

LEGUMINOSAS COMO ALIMENTOS FUNCIONALES

Las leguminosas son plantas pertenecientes a la familia Fabaceae que han
sido cultivadas por siglos por una gran variedad de culturas. Se caracterizan

por presentar un fruto en forma de vaina generalmente alargada que se abre
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por la mitad, encerrando en su interior las semillas, este se denomina
legumbre. Desde el punto de vista botanico se considera que las legumbres
son frutos secos dehiscentes, que se abren al madurar, derivados de un
ovario unicarpelar. Segun la especie se consume la vaina, la semilla o

ambas (Fraile, Garcia-Suarez, Martinez-Bernal, & Slomianski, 2007).

Las leguminosas por su bajo costo son alimentos importantes,
particularmente, en paises pobres donde representan una importante fuente
proteica. Desde hace un par de déecadas aumenté el interés del estudio de
las leguminosas debido a su valor nutricional y contenido en metabolitos
secundarios biologicamente activos. Un ejemplo destacado de fitoquimicos
presentes en las leguminosas son las isoflavonas (Bravo, Siddhuraju, &
Saura-Calixto, 1998). Las isoflavonas son compuestos fendlicos tipo
flavonoides que presentan actividad estrogénica y son capaces de reducir
las molestas manifestaciones tipicas de la menopausia (Franke, Custer,
Cern, & Narala, 1994). Las isoflavonas estan presentes solo en alimentos
de origen vegetal, en las leguminosas, en especial la soja (Glycine max) y
en menor grado el poroto (Phaseolus vulgaris) (Franke et al., 1994). En
poblaciones que tienen alto consumo de alimentos ricos en isoflavonas
(especialmente leguminosas como la soja), se ha detectado una baja
incidencia de cancer atribuidas también a las isoflavonas (principalmente
daidzeina y genisteina), por su actividad antiproliferativa y antiangiogenica
(Boik, 1996; Kaufman, Duke, Brielmann, Boik, & Hoyt, 1997). A pesar de
los beneficios que suponen la ingesta de legumbres como alimentos
funcionales, existen limitaciones con respecto a su aprovechamiento y
consumo, principalmente la complejidad en la preparacion de alimentos a
base de leguminosas y problemas gastrointestinales. Estos ultimos se
atribuyen a la falta de enzimas necesarias para el metabolismo de

oligosacaridos, los que al llegar al intestino grueso son hidrolizados por
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enzimas bacterianas, que liberan como consecuencia dioxido de carbono,
hidrogeno y otros gases (Granito, Champ, David, Bonnet, & Guerra, 2001;
Granito, Champ, Guerra, & Frias, 2003). Otro factor que entorpece el
aprovechamiento de las legumbres como alimento es la presencia en las
mismas de factores antinutricionales como inhibidores de proteasas,
lecitinas, fitatos y ciertos compuestos fendlicos como taninos (Carmona,
Seidl, & Jaffé, 1991; Kaufman et al., 1997), los cuales disminuyen la
utilizacion de proteinas, aminoacidos, carbohidratos, vitaminas y minerales.
La inactivacion o la eliminacion de estos factores se hace necesaria para
incrementar su calidad y potencialidad como alimentos funcionales.
Generalmente, los tratamientos térmicos usuales a los cuales son sometidas
las legumbres para ablandar su textura y poder asi ser consumidas, también
eliminan o disminuyen los factores antinutricionales e incrementan su valor
nutricional, digestibilidad de proteinas y de carbohidratos (Chiou, 2001;
Franke et al., 1994). Métodos menos convencionales como la germinacion
o fermentacion de las semillas de leguminosas, practicada desde tiempos
muy antiguos en paises orientales, son procesos que han demostrado su
capacidad de reducir los factores antinutricionales y aumentar los niveles
de fitoguimicos presentes en las legumbres mejorando la aceptabilidad por
parte del consumidor e incrementando su potencial como alimento
funcional (Sathe, Deshpande, Reddy, Goll, & Salunke, 1983; Vidal-
Valverde et al., 1994).

EL GENERO Prosopis

El género Prosopis (Linnaeusemend. Burkart) pertenece a la familia
Fabaceae. Consta de 45 especies distribuidas principalmente en zonas

aridas y semiaridas de América del sur y del norte, el este de Asia y el norte
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de Africa. En América, el género Prosopis se encuentra en un area que
abarca desde el suroeste de Estados Unidos hasta la Patagonia argentina,
siendo caracteristica del desierto del Monte en Argentina, desde la
provincia de Salta hasta la provincia de Chubut (Cabrera, Arenas, Jorge,
Lopez Hugo, & Bertullo, 1994). En los Estados Unidos y en México se
distribuyen 8 especies, mientras que en América del sur existen 32
especies, 28 de las cuales se hallan en Argentina: 16 arbdreas y el resto
arbustivas (Burkart, 1976; Fagg & Stewart, 1994). De estas Ultimas, 13
especies son endémicas de nuestro pais (Burkart, 1976; FAO, 1997). La
gran diversidad morfoldgica de las especies de Sudamerica sugiere que el
principal centro de irradiacion del género Prosopis se encuentra en la
region del Chaco argentino-paraguayo (Burkart, 1976; Burkart & Simpson,
1977; Roig, 1993a). La expansion del genero hacia regiones mas frias y
secas tales como las regiones biogeograficas del Monte, Prepuna y la
Patagonia, implica la adquisicion y/o ajuste de caracteristicas morfologicas
y fisioldgicas que permiten a las plantas evitar o tolerar recursos limitados
y las duras condiciones ambientales caracteristicas de esas regiones. Entre
esas adaptaciones se encuentran el cambio del modo de crecimiento
arbdreo a arbustivo, disminucion de tamafio de la hoja y modificaciones
anatomicas, entre otras (Burkart, 1976; Burkart & Simpson, 1977; Cabrera,
Arenas, Jorge, Lopez Hugo, & Bertullo, 1976; Roig, 1993 b). En nuestro
pais se clasifico la distribucion del género Prosopis en seis grandes

regiones climaticas (Roig, 1993 b):

1)Chaquefia-Mesopotamica: Clima subtropical sin estacion seca.

Predominan las especies arboreas.

2)Chaquefa-xérica: Clima subtropical con estacién seca. Predominan

especies arboreas.
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3)Pampeana: Clima templado y lluvias alrededor de 600 mm anuales.

Predominan especies arboreas.

4)Preandina: Region xérica con una amplia variacion de temperaturas.

Predominan especies arboreas.
5)Monte: Clima arido y semiarido. Predominan especies arbustivas.

6)Patagonica: Clima frio y suelos frecuentemente congelados. Se

encuentran especies arbustivas.

En el centro y noroeste de Argentina crecen numerosas especies, siendo las
méas abundantes Prosopis alba Grisebach y Prosopis nigra [Grisebach]
Hieronymus (Burkart, 1976; Felker et al., 2001; Felker, Geesing, &
Bingham, 2000). La mayor concentracion de arboles ocurre en el Chaco
(Roig, 1993a). El Chaco ocupa en la Argentina la porcién centro-norte, con
una superficie de 52 millones de hectareas; se lo divide en tres regiones
principales: Chaco arido, semiarido y subhimedo. Dentro de los
algarrobos, Prosopis flexuosa y Prosopis chilensis, en el Chaco éarido, y
Prosopis nigra y Prosopis alba, en el Chaco semiarido y subhimedo, son

las especies mas frecuentes e importantes (Coirini & Karlin, 1999).

La capacidad de las especies del género de tolerar sequia y condiciones
edaficas adversas, como la salinidad y alcalinidad, asi como su adaptacion
a la herbivoria, son las principales razones de su posicion dominante en la
vegetacion lefiosa de zonas aridas y semiaridas de América (Fagg &
Stewart, 1994), en regiones donde las precipitaciones fluctian entre 50 y
400 mm anualmente y las temperaturas oscilan entre 12 °C y 48 °C. La gran
capacidad para tolerar la sequia es debido a que se puede comportar como
una freatdfita obligada o facultativa, es decir, una planta que posee un
sistema de raices extremadamente profundo que le permite alcanzar las

fuentes permanentes de agua subterraneas o napas freaticas (Giovannetti,
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Lema, Bartoli, & Capparelli, 2008); ademas es una especie xerofitica, es
decir, posee rasgos fisiologicos que incluyen ajuste osmotico, estomas que
responden a los déficits de saturacion de vapor de agua en la atmésfera 'y a
la elevada intensidad de la luz para evitar la saturacién del proceso de
fotosintesis (Cavagnaro & Passera, 1993). Es por ello por lo que las
especies del género Prosopis son de gran importancia ecosistémica en
zonas aridas y semiaridas del mundo, y de vital importancia en la economia
rural de las mismas. EXisten también especies exclusivas de climas
tropicales como Prosopis pallida y Prosopis juliflora en Perd y América
central que por ende son incapaces de tolerar bajas temperatura y otras
especies como Prosopis alba, Prosopis glandulosa y Prosopis chilensis que

son de clima subtropical capaces de resistir heladas (Pasiecznik, 2001).

Las especies pertenecientes al género Prosopis sp. ademas son fijadoras de
nitrogeno (Bernardi, 2000), es por ello que existe un gran interés en el
cultivo de estas especies para detener el avance de la desertificacion y
erosion del suelo en zonas aridas y semiaridas. Se conoce que el nitrégeno
fijado por arboles de la familia de las leguminosas puede variar 30-50 kg de

nitrogeno por arbol.

Usos del género Prosopis sp.

Las especies arbdreas del género Prosopis sp. tienen usos multiples, pero
solo algunas tienen importancia economica. Uno de los principales usos de
las especies arbdreas del género Prosopis es como fuente de combustible, a
menudo la principal fuente de lefia y carbon. La madera también se utiliza
para la construccion y manufactura de muebles (Pasiecznik, 2001). Las
hojas de algunas especies de Prosopis pueden ser empleadas para la

alimentacion animal; tanto el follaje inmaduro, seco y caido como el fresco
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(Pasiecznik, 2001). También se ha reportado el uso de hojas de Prosopis
como aditivo para mejorar la calidad de los suelos. Se usan tanto frescas
como sometidas a un proceso de compostaje (Alzamora Roméan, 1988;
Singh, 1996). El polen y néctar de las flores de Prosopis son fuente
nutritiva para las abejas (agentes de polinizacion). La miel de flores de
Prosopis es de color amarillo claro, de buena calidad, con sabor agradable
y un ligero aroma (Pasiecznik, 2001). La goma cuando esti fresca es
liquida y amarilla, luego endurece y oscurece lentamente (Pasiecznik,
2001). Los exudados de goma de Prosopis alba son solubles en agua con
caracteristicas similares a la goma arabiga (alta solubilidad en agua, similar
contenido en proteina y actividad interfacial) (LOopez-Franco et al., 2012;
Vasile, Martinez, Pizones Ruiz-Henestrosa, Judis, & Mazzobre, 2016). Se
ha descripto su uso en microencapsulados de aceites, como aditivos de
alimentos, emulsionantes, agentes espesantes, para fabricar adhesivos y
para preparados farmacéuticos entre los usos principales (Lopez-franco,
Goycoolea, Valdez, & Calderén, 2006; Vasile, Romero, Judis, &
Mazzobre, 2016). El contenido de taninos de varias partes de diferentes
especies del género Prosopis varia entre 6-20% (Pasiecznik, 2001). Los
taninos de la corteza, de los extractos de la madera y de los frutos son
utilizados en los procesos de curtido y curado de la piel de ganado en la
produccion de cueros. También se han elaborado fibras a partir de ciertas
especies de Prosopis. Los extractos de raiz eran utilizados para producir un
colorante marrén-violeta empleado para tefiir algodon y otros materiales
(Diaz Celis, 1995). La corteza y la goma se empleaban para producir

tinturas, pinturas, cosmeéticos y shampoo (Felger, 1977).

En cuanto a sus usos medicinales, en América del sur se utilizan
preparaciones a base de brotes frescos de diferentes especies de Prosopis

para tratar la conjuntivitis. Preparaciones a base de hojas (a menudo
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mezcladas con otros productos) para reparar fracturas de hueso, calculos
hepaticos, dispepsia y enfermedades venéreas (D’antoni & Solbrig, 1977).
En América del norte se preparan soluciones acuosas o infusiones de la
mayoria de las partes de la planta y son empleadas con fines medicinales
(Pasiecznik, 2001). Muchas tribus utilizan las hojas, los brotes, las gomas y
la corteza como laxantes, para el tratamiento de dolencias oculares, para
aliviar dolores de garganta y afecciones respiratorias, tratamiento de la
diarrea y otros desordenes estomacales incluyendo indigestion y ulcera;
como desinfectante de heridas y para tratar problemas de piel (Felger,
1977).

Frutos de Prosopis

Los arboles de este género poseen una elevada produccion de frutos o
vainas en comparacion con otras especies que crecen en condiciones
medioambientales similares. Florecen y fructifican al tercer o cuarto afo
después de la germinacion (Pasiecznik, 2001). Junto con los cereales y
algunas frutas y raices tropicales, varias leguminosas han sido la base de la
alimentacion humana durante milenios, siendo su utilizacién un compafiero
inseparable del hombre (Burkart, 1978). El mesocarpo de Prosopis ha sido
explotado como alimento en diferentes partes del mundo donde el género
crece de manera silvestre, y se cuenta con numerosas evidencias tanto
arqueologicas como etnohistéricas que avalan la importancia de la
utilizacion de este género (Burkart, 1976). Diferentes partes del fruto de
algarrobo han sido registradas arqueoldgicamente en la Argentina. En el
Shincal Inka en la provincia de Catamarca se demostro la presencia de
numerosos morteros de piedra cuya superficie era suave mostrando un

pulido artificial. Algunos de estos morteros fueron desenterrados y se pudo
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recuperar a partir de la superficie de molienda, un sedimento adherido a la
superficie interna del orificio de dicho artefacto. Este sedimento se analiz6
mediante técnicas estandarizadas y se logré recuperar almidon de granos a
partir de las mismas; un porcentaje bajo de los granos recuperados fueron
identificados preliminarmente como perteneciente al género Prosopis
(Giovannetti et al., 2008). En el sur de la provincia de Mendoza se registran
evidencias de su consumo, mencionadas tanto en las cronicas de los
primeros europeos, como asi también en el registro arqueoldgico de hace
4000 afos (Hernandez, Lagiglia, & Gil, 1999; Lagiglia, 1956, 1968; Llano,
2011), continuando hasta tiempos historicos (Duran, 2004; Michieli, 1978,
1983).

Sorprendentemente en la antigliedad, las técnicas de preparacion de
alimentos a partir de las vainas de Prosopis eran similares entre las
poblaciones en América del Norte y del Sur; las vainas secas se
machacaban en morteros, las semillas se descartaban y la harina de
mesocarpo dulce se preparaba para ser almacenada durante largos periodos
de tiempo (Capparelli & Lema, 2011). A menudo la harina de mesocarpo
de alto contenido de azUcar se humedecia ligeramente y se moldeaba en
forma de bollos similar a una hogaza de pan actual, luego se dejaba secar y
se almacenaba hasta la cosecha del afio siguiente, sirviendo como alimento
durante la época en la que no fructificaban los arboles. Otra alternativa era
guardar las vainas en cestos sobre los techos de las viviendas (Bean &
Saubel, 1972). Los etnobotanicos conjeturaron que la poblacion indigena
podia satisfacer sus requerimientos en proteinas de aproximadamente 50 g
diarios mediante el consumo de carne de pequefios animales como aves y
reptiles; mientras que su requerimiento energético de 2000 calorias diarias
podia satisfacerse mediante el consumo de la harina de vainas de Prosopis

con alto contenido de azucares (Felger, 1990). Si bien el consumo de
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algarrobo se ha reducido drasticamente, ain quedan comunidades rurales
que lo consumen en forma de harinas y bebidas, ademas de utilizarlo como

forraje (Capparelli, 2007).

Las partes del fruto del algarrobo que son explotadas para la obtencién de
alimentos y bebidas son: exocarpo (epicarpo), mesocarpo (pulpa),
endocarpo. Los trabajos etnobotanicos sugieren que la parte mas utilizada
es el mesocarpo, la cual provee un rico aporte en carbohidratos; en tanto
que la semilla no fue ampliamente usada a pesar de su alto contenido en
proteinas (Felger, 1977; Nabhan, Weber, & Berry Kiva, 1979).

Prosopis alba Grisebach

Prosopis alba Grisebach se conoce vulgarmente como algarrobo blanco,
también recibe el nombre de: ibopé-para (en guarani) que significa “arbol
para comer”, takku (en quechua) que significa ‘el arbol”, patd (en
diaguita), maapik y joayuc (en toba), fwayuk (en wichi) (Roig, 1993b).
Tiene un area de distribucidén geografica muy amplia en la region central
del pais, donde es un componente comdn en el bosque chaquefio de
maderas duras, ocupando el estrato arbdreo secundario (Burkart, 1952).
Esta especie de gran porte se distribuye en la Argentina, en la provincia de
Cordoba en su region centro-norte, y se extiende hacia el norte del pais,
Chaco paraguayo y boliviano, hasta Ecuador. También ha sido mencionada
para Chile y Per0. En el limite sur de distribucion, las precipitaciones estan
en un rango que va desde 450 mm a 600 mm, en esta area se comporta
como freatofita, encontrandose preferentemente a orillas de cafiadas y
ciénagas o a lo largo de rios y arroyos. Alcanzan el mayor crecimiento
donde las napas freaticas se encuentran hasta 15 m de profundidad. En el

norte, las lluvias superan los 1100 mm. Soporta temperaturas muy elevadas
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y heladas no muy fuertes (Galera, Trevisson, & Bruno, 1992). Esta presente
en las sabanas de suelos arenosos, es comun en margenes de represas y en
los bosques en galeria de los rios, estableciendo cinturones boscosos

alrededor de depresiones salinas.

El algarrobo blanco (Figura 9) es un arbol de ramas retorcidas, delgadas,
largas, con follaje fino. Las espinas, de 1 a 4 cm de longitud, no son muy
abundantes. La copa redondeada, extendida de hasta 15 m de diametro. La
altura total varia de 5 a 15 m con didmetro de fuste de hasta 1,5 m. Las
flores, dispuestas en racimos cilindricos densifloros, amarillos de 7 a 11 cm
de longitud, son hermafroditas blanco verdosas a amarillentas, pequefias.
Produce de 5 a 40 kg de frutos por afo, fructifica entre diciembre y marzo.
Los frutos son vainas lineares, arqueadas o anulares, de 12 a 25 cm de
largo, 1,2 a 1,8 cm de ancho y 0,5 cm de espesor, color amarillo paja, muy
comprimidas, de bordes paralelos, con semillas que se identifican en las
caras laterales, y pulpa dulce. Estan conformados por una parte externa, el
exocarpo (o epicarpo), de naturaleza fibrosa, que envuelve al mesocarpo o
pulpa y al endocarpo también fibroso, pero mucho méas duro que el
exocarpo. Las semillas (15 a 30 por vaina) son de forma ovoidal, de 6 a 7
mm de largo, 4 a 5 mm de ancho, y de color castafio (Biloni, 1990; Burkart,
1976; Felker, 1999). EI mesocarpo de las vainas es grueso en la madurez,
marrén suave, con endocarpo segmentado longitudinalmente, terminacion
bastante ancha de 5 a 7 mm, subcoriacea; con la terminacién del fruto de 1
cm de longitud recto o curvado en la base, y a veces mostrando las formas
de las semillas del interior con una subyacente marca. La seccion
transversal lo muestra como biconvexo, subcoriaceo, cerrado. Las semillas
son de color marrén suave a rojizo, oblongas, sin punta, alisadas,
abovedadas transversal y elipticamente, algo asimétricas y protuberantes, la

linea de fisura es bastante larga, y el funiculo es corto. De terminacion
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brusca, ahusada, con una grieta en forma de cruz, de 4, 2-7 mm de longitud
por 2, 6-3, 9 mm de ancho. El endosperma es vitreo y asimétrico. Los

[IP%4)
S

cotiledones son amarillo claro en forma de , con base asimétrica
redondeada en la parte de la radicula, mas pronunciada que en las otras

especies (Briner, 1985).

Figura 9. A) Arbol de Prosopis alba; B) Vainas (frutos) de Prosopis alba; C) Flor de
Prosopis alba y D) Hojas de Prosopis alba.

Prosopis nigra Grisebach Hieronymus.

Se conoce vulgarmente como “Algarrobo”, “Algarrobo negro”, “Arbol
negro” (Argentina); ‘“Acacia de catarina”, “Algarrobo morado”,
“Algaroba”, “Algaroba negra”, “Algaroba negro”, “Algaroba noir”,
“Algarroba”, “Algarroba dulce”, “Algarrobo negro”, “Algarrobi negro”,
“Algarrobo amarillo”, “Algeroba negra”, “Arbol negro”, “Aroma”,
“Barbasco”, “Bate caixa”, ‘“Bayahonda”, “Black algaroba”, “Carbon”,

bl

“Chachaca”, “Cuji yaque”, “Ibope-hu”, “Ibope-saiyu”, “Igope-guazu”,
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“Ironwood”, “Jacaranda”, ‘“Manca-caballa”, “Mesquite”, “Mezquite”,
“Nacasol”, “Screwbean”, “Tintatico”, “Visna”, “Yura-tacu”, ‘“Zwarte
algaroba”. Es un arbol caducifolio de 5 a 10 m de altura, inerme o poco
espinoso, ramas flexibles y péndulas con inflorescencias en racimos
amarillentos cilindricos y axilares. Tiene flores muy pequefias, amarillas
con tintes rojizos, reunidas en racimos pedunculados de 3 a 9 cm de long.,
multifloros y péndulos. Sus hojas son bipinaticompuestas, verde claro
brillante durante su brotacion primaveral y verde seco opaco en verano y
otofio. Raquis foliar central de 2 a 6 cm long., a partir del cual, salende 1 a
3 pinas de 4 a 9 cm long., con 20 a 35 pares de foliolos de 6 mm long.
aproximadamente, oblongos, con apice redondeado y separados entre si por
una distancia de 1 a 2 mm. Su tallo es un tronco lefioso con corteza pardo-
oscura con fisuras longitudinales profundas y ramas flexibles y péndulas
dan una copa aparasolada. Los frutos son legumbres rectas, o apenas
subfalcadas, gruesas, algo comprimidas, carnosas, submoniliformes, 10 a
16 cm de longitud por 0,7 a 0,9 cm de ancho, de color amarillo a veces
rojizo o con manchas violetas a la madurez; comestibles, dulces, con 8 a 27
artejos, oblicuamente subcuadrados (Figura 10). Las semillas son elipticas
0 rombicas, mas raramente aovadas, 3,5 a 7,5 mm de longitud por 2,7 a 4,2
mm de ancho (Burkart, 1976).

Vive en diversos suelos. Tolera muy bien la sequia (Burkart, 1976). En la
Argentina se distribuye por una amplia region, que forma parte de las
provincias Fitogeograficas Chaquenias, parte del Monte y del Espinal. En la
provincia de Salta, aparece s6lo esporadicamente en el quebrachal, es el
arbol peridomeéstico por excelencia. En Santiago del Estero da origen a
extensas formaciones en los alrededores de las ciudades. Favorecido por el
fuego o la tala, juega un importante papel en las etapas de degradacion. Es

una especie particularmente agresiva. En un area clausurada en Santiago
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del Estero, se observa que al desarbustar el campo lo primero que aparece
es P. nigra; (Roig, 1993a).

Figura 10. Frutos de Prosopis nigra.

Usos en alimentacion animal

La region del Chaco semiarido de Argentina, Bolivia y Paraguay tiene una
gran cantidad de cabezas de ganado vacuno, ovino, caprino y equino. El
algarrobo es un importante suministro de forraje para los mismos. En lugar
de utilizar las vainas para la alimentacion humana se las emplea para la
alimentacion animal debido que el uso de pasturas resulta insuficiente. La
importancia del fruto del algarrobo como forraje recae en su calidad debido
al elevado contenido proteico, carbohidratos y minerales (Karlin, 1983) asi
como en la digestibilidad equivalente a la alfalfa (Felker, 1979). El verano
es cuando se tiene el mayor rendimiento en frutos para alimentacion
animal. En esa época las vainas se desprenden y caen al suelo, y a partir de
alli son consumidos por animales tanto domésticos como salvajes. Para
poder mejorar el uso de las vainas con este fin, es necesario cosecharlas y
almacenarlas, de esta manera estara disponible como reserva en épocas de
escasez de suministro de forraje. En la actualidad esta practica se lleva a

cabo en el noroeste argentino (Karlin, 1979) donde los frutos son reunidos
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manualmente y almacenados en plataformas elevadas. Este procedimiento
solo es posible en areas con escasas lluvias. En Salta el 30% de la dieta de
las cabras esta representada por vainas molidas. EI mayor inconveniente en
la utilizacion de las vainas como forraje, es la elevada variabilidad en la
produccién de frutos de un afio a otro debido a factores tales como las

lluvias, el viento y las heladas tardias (Karlin, 1979).

Usos en alimentaciéon humana

El fruto del algarrobo (Prosopis) es un recurso valioso para la alimentacion
puesto que constituye una importante fuente de carbohidratos, proteinas y
minerales. Su consumo, reconocido arqueoldgicamente, abarca un amplio
espectro de posibilidades, tanto como materia prima para la elaboracion de
bebidas fermentadas (aloja) o refrescantes (afiapa), dulces (arrope) o como
harina para panes y amasados (patay). Aun hoy, en diferentes regiones del
Noroeste Argentino, especificamente en las provincias de Chaco, Formosa,
Santiago del Estero, La Rioja y Catamarca, el aprovechamiento intensivo
de estos frutos conforma una parte importante de la dieta de sus pobladores,
quienes preparan comidas siguiendo procedimientos ancestrales, que se van
difundiendo de generacion en generacién. En la provincia de Santiago del
Estero, estas tradiciones alimentarias se mantienen hasta nuestros dias
(Figueroa & Dantas, 2006). También existen comunidades indigenas en el
norte de Argentina como ser los Pilagd y Wichi en Chaco, que aun utilizan
el algarrobo (Figueroa & Dantas, 2006).
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HARINA DE ALGARROBO

Durante muchos afios, el Codigo Alimentario Argentino (CAA) definid en
su articulo 681 a la “harina de algarrobo” como el producto elaborado
solamente con las semillas del algarrobo blanco (Prosopis alba Grisebach)
y del algarrobo negro (Prosopis nigra [Grisebach] Hieronymus), sin
embargo, siempre se consumio la harina de mesocarpo. En septiembre de
2010 una Resolucién Conjunta de la Secretaria de Politicas, Regulacion e
Institutos (SPRel) y de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(SAGyYP), incorporé al CAA en su articulo 681 tris con el nombre de
“Harina de fruto de algarrobo”, al producto de la molienda de los frutos
completos, limpios, sanos y secos, del algarrobo blanco (Prosopis alba
Griseb) y/o algarrobo negro [Prosopis nigra (Grisebach) Hieronymus]. El
producto debera rotularse como: harina del fruto de algarrobo, indicando la
especie que corresponda: Prosopis nigra o Prosopis alba, Algarrobo
blanco o Algarrobo negro o Mezcla de Algarrobo blanco y negro. La
misma Resolucion incorporo el Patay, un producto derivado de la harina de

mesocarpo de algarrobo (Luchini, 2015).

Sin embargo, en el proceso tradicional de elaboracién de la harina de fruto
solo se usa el pericarpio, descartandose las semillas debido a la dureza del

endocarpio que las recubre.

Segun el proceso de produccion de los pobladores de la region rural de
Afatuya, Santiago del Estero, luego de la cosecha de las vainas el segundo
paso para la produccion de harina es el secado (Figueroa & Dantas, 2006).
Una vez recolectadas las vainas se las extiende de inmediato al sol para que
se sequen (el tiempo necesario para lograr el secado no es superior a los 3 a
5 dias de buen sol ya sea en el techo de las viviendas o en trojas al aire).

Esta costumbre también perdura en zonas del Chaco arido, Figura 11. Al
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anochecer son guardados en el interior de la vivienda para evitar que se
humedezcan o sean objeto de consumo por parte de depredadores. Este
proceso de extendido y guardado diario se repite invariablemente hasta que
los frutos se encuentran bien secos y sean faciles de quebrar (Figueroa &
Dantas, 2006).

Figura 11. Secado tradicional de vainas de algarrobo al sol.

Una vez secas las vainas se encuentran en condiciones para ser molidas
convirtiendolas en harina. Se emplean morteros de madera de algarrobo o
de quebracho colorado para llevar a cabo ese procedimiento. Mientras se
muelen las vainas se va tamizando, es decir, se van separando las semillas y
restos compuestos de cascara y fibra (afrecho). Para el tamizado se suele
utilizar un instrumento que consiste en una estructura de madera a la que se
adosa una rejilla de tela metélica, tela de arpillera y un colador de metal

cilindrico.

Asi se obtiene harina que representa el 50 % del peso original de vainas ya

apta para el consumo. Las semillas y restos de cascara y fibra pueden ser
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destinados a la alimentacién animal como forraje (Figueroa & Dantas,
2006). Tradicionalmente, las vainas secas eran machacadas en un mortero
(generalmente de piedra y de disefios diversos) para producir harina cuyas
particulas eran de tamafio grosero (Felger, 1977), Figura 12. Otros métodos
de molido manual o mecanico han resultado ser exitosos para el
procesamiento de vainas de Prosopis (Del Valle, Marco, Becker, &
Saunders, 1988; Grados & Cruz, 1996; Meyer, D., Becker, R., Gumbmann,
M.R., Vohra, R., Neukom, H., & Saunders, 1986; Meyer, 1984; Saunders
et al., 1986).

La harina de algarrobo obtenida a partir del mesocarpo es dulce. Si se las
tuesta suavemente se obtiene una sustancia semejante al chocolate, tanto
sensorialmente como desde el punto de vista del aroma, y si se les da un
tostado intenso se crea un sustituto del café, pero libre de cafeina. El
consumo de harina de algarrobo fue habitual en los pueblos originarios,
pero la aparicion de la harina de trigo, incorporada por los esparfioles, fue
relegando su consumo y su valoracion, marginando poco a poco su

presencia en la dieta y en la consideracion de la poblacion.

»'1 b 4
folino d&3

Figura 12. Proceso de molienda tradicional de las vainas de algarrobo.
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Antecedentes de composicion quimica y propiedades funcionales de

vainas de algarrobo

Se inform6 en harina de vainas de algarrobo blanco (Prosopis alba) la
presencia de fitoesteroles, conocidos por su propiedad de reducir el
colesterol en sangre y el riesgo a contraer enfermedades cardiovasculares; y
polifenoles, conocidos agentes antioxidantes, antiinflamatorios,
hepatoprotectores, inmunoestimulantes, entre otros, por lo que la harina
tiene potencial como ingrediente funcional (Cardozo et al., 2010). Las
preparaciones a base de harina de vainas de algarrobo sometidas a
calentamiento y sin someter a altas temperaturas mostraron capacidad
antioxidante, en particular depuradora de radicales libres hidroxilo y anion
superoxido, lo que estaria relacionado en parte a su contenido de

compuestos fenolicos (Cardozo et al., 2010).

Por otro lado, se estudio la harina de cotiledones de semillas de algarrobo o
germen de algarrobo, demostrando que la misma presenta un importante
contenido de proteinas, semejante al de semillas de soja, y recientes
hallazgos podrian sugerir la participacién de estas proteinas y péptidos
bioactivos en la actividad antioxidante de los frutos de algarrobo ( Cattaneo
et al., 2014). De este estudio se vio que la obtencion de harina de semilla 'y
de un hidrolizado proteico bioactivo, a partir de la misma, podria utilizarse
para aumentar el contenido y calidad proteica de otros alimentos y
proporcionarles ademas otras propiedades bioldgicas, por lo que se podrian
disefiar novedosos alimentos funcionales. Recientemente, Cattaneo et al.
(2016) demostraron que la harina de semilla al igual que la de mesocarpo
de vainas de Prosopis alba contienen polifenoles bioactivos como

antioxidantes y antiinflamatorios.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
1. Caracterizar quimicamente los frutos nativos de Prosopis alba y P.
nigra, focalizado en sus componentes fenolicos nutracéuticos.

2. Relacionar la composicién quimica de frutos de P. alba y P. nigra con la
capacidad antioxidante, antiinflamatoria e inhibitoria de enzimas

relacionados al sindrome metabdlico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la diversidad quimica focalizada en componentes fendlicos
de los frutos.

2. Determinar el efecto antioxidante, antiinflamatorio e inhibitorio de
enzimas relacionadas con el sindrome metabolico de los fitoquimicos
extraibles de frutos de algarrobo y relacionar este efecto con los diferentes

tipos de fendlicos presentes en los frutos.

3. Determinar la toxicidad de los extractos de vaina de Prosopis.
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Capitulo 2 : MATERIALES Y METODOS




2.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las vainas de Prosopis nigra (Grisebach) Hieronymus y Prosopis alba
(Grisebach) fueron recolectadas en Amaicha del Valle, Tucuman,
Argentina en marzo de 2012-2013. El material vegetal fue identificado por
la Dra. Cuello e incorporado al herbario de la Fundacion Miguel
Lillo/INQUINOA. Las vainas fueron cepilladas para eliminar el material
ajeno a la muestra y secadas a 50 °C en una estufa de aire forzado

(Tecnodalvo) hasta peso constante.

Se determinaron parametros cromaticos con un colorimetro Chroma meter
CR-400 (Konica Minolta, Tokio, Japén) usando el sistema CIElab. Se
determinaron las coordenadas cromaéticas L*, a* y b*. La coordenada L*
representa luminosidad (contribucidn de negro o blanco variando entre cero
y cien), a* representa la contribucién del verde o rojo (negativo o positivo)

y b* representa la contribucion de azul o amarillo (negativo o positivo).

Los frutos fueron molidos a polvo en un molinillo de hélice (Helix mill,
Metvisa) y luego tamizados (Figura 13). Dos fracciones fueron obtenidas:
harina de pericarpio (epicarpio + mesocarpio) y semillas con endocarpio.
La harina de pericarpo fue tamizada a través de tamices de diferente
tamafio de poro 840, 500 y 149 um. La harina fina de menor granulometria
(< 149 pm) se denomind “Semolina” o harina fina de mesocarpo y es la

que se utilizd para llevar a cabo los ensayos que se citan a continuacion.

r W

R
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Figura 13. Fotografia de los diferentes pasos en el proceso de tamizado para obtener
harinas de diferentes granulometrias.
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2.2. DETERMINACION DE LA COMPOSICION
NUTRICIONAL

La composicidn proximal de la semolina fue llevada a cabo de acuerdo con
los métodos de la Association of Official Analytical Chemistry (AOAC)

usando extracciones diferenciales en cada caso.

2.2.1. Extraccion y cuantificacion de azlcares

2.2.1.1. Extraccion y determinacion de azucares solubles

La harina (1 g) fue adicionada con etanol 80% (4 mL) a 75 °C asistido con
ultrasonido durante 10 min y luego centrifugado a 9000 xg por 5 min. El
residuo solido fue sometido a procesos de extraccidén sucesivos hasta
agotamiento y todos los extractos fueron combinados y sometidos a un
proceso de secado mediante evaporacion del etanol a presion reducida y

posterior liofilizacion del agua residual.

Para la determinacion de azlcares solubles totales se empled el método del
Fenol- H,SO, (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956).

La glucosa fue determinada por el método de glucosa oxidasa/peroxidasa

mediante un kit de Glicemia enzimatica de Wiener lab. 1400101.

Fructosa y sacarosa fueron determinadas siguiendo a Cardini, Cardini,
Leloir, & Chiriboga (1955) y Roe & Papadopoulus (1954). Los azucares
reductores se determinaron por el método de Somogyi-Nelson (Nelson,
1944; Somogyi, 1945). Los resultados fueron expresados como ¢ glucosa,

fructosa o sacarosa/100g harina.
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2.2.1.2. Extraccion y determinacion del contenido de almidon
digerible y resistente

Esta determinacion se llevd a cabo segin el método de Holm, Bjorck,
Drews, & Asp (1986) con algunas modificaciones. La harina (0,1 g) fue
mezclada con 10 mL de &cido clorhidrico 0,1 My 0,1 g de pepsina pH 1,5,
y mantenida a 40 °C durante 1h. Se le afiadi6é 0,1 g de azida sodica y luego
se hidroliz6 la mezcla usando 0,5 g de a-amilasa (10 U/mg) a pH 6,9
durante 16 hs a 37 °C. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a
6000 g. El pellet fue dispersado en KOH 2 M y mantenido a temperatura
ambiente durante 30 min. Luego, el almidon digerible y el resistente fueron
sometidos a un proceso de digestion usando 50 ul de una solucién de
amiloglucosidasa 10 mg/mL (14U/mg) pH 4,75 en bafio de agua durante 30
min a 60 °C. El contenido de glucosa fue determinado por el ensayo de

glicemia enzimatica.

2.2.2. Determinacion del contenido de proteina total y
contenido aminoacidico

El contenido de proteina cruda fue calculado del total de nitrogeno
determinado en la harina por el método de Kjeldahl usando un factor de
conversion de 6,25 (AOCS, 1989).

Las muestras se sometieron a hidrdlisis de acuerdo con Creamer &
Matheson, (1976) y las concentraciones de amino&cidos se determinaron
usando un analizador Biochrom 30 (http://www.biochrom.co.uk) en una
columna de intercambio cationico. L-Norleucina se usé como estandar

interno.
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2.2.3. Determinacion del contenido de grasa cruda

Para la extraccion de grasa cruda, se sometio 1 g de harina semolina a un
proceso de extraccidn con éter de petroleo (40-60 °C) en un aparato Soxlet
durante 4 hs (AOCS, 1989). El solvente fue evaporado y el contenido de

grasas se determiné por diferencia de pesada.

2.2.4. Determinacidn del contenido de fibra cruda

Las fibras totales se determinaron segun el método de AOAC (1998). Se
pesaron 2 g de harina libre de grasa, luego se colocaron en un vaso de
precipitado con 20 mL de H,SO4 1,25% Yy se incubd a 100 °C por 30 min.
Luego se agregaron 50 mL de NaOH 3,52% y se incubd nuevamente a 100

°C por 30 minutos.

Se filtré y se realizaron lavados sucesivos con agua destilada caliente hasta
eliminar el alcali. Posteriormente se lavo con H,SO,4 1,25% y nuevamente
con agua destilada hasta liberar la muestra de la acidez y luego con etanol.
Finalmente se colocd la muestra junto al papel de filtro libre de cenizas en
un crisol de porcelana de peso conocido y se dejo secar a 110 °C hasta
alcanzar peso constante. Luego se inciner6 en mufla a 500 °C y se
determino el contenido de fibra cruda por diferencia de pesada. El resultado

se expreso en g/100g harina.

2.2.5. Determinacion de humedad, cenizas y minerales

El contenido de humedad fue determinado por diferencia de peso entre el
material fresco y la muestra secada a 40 °C hasta peso constante (AOAC,
1998).
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La muestra secada fue incinerada en mufla (500 °C) hasta obtener las
cenizas (AOAC, 2000).

El analisis de minerales se realiz6 usando un Equipo de Plasma Inducido
acoplado a espectrometria de masas (ICP-MS) (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany). Los siguientes iones fueron analizados: sodio,
magnesio, potasio, calcio, y hierro. Los resultados fueron expresados en

1g/g de harina.
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2.3. DETERMINACION DE FITOQUIMICOS

2.3.1. Extraccion y determinacion de diferentes tipos de
compuestos fenolicos

2.3.1.1. Extraccion de compuestos fenolicos totales libres vy
ligados

La harina (2 g) de Prosopis fue mezclada con metanol: agua, 70:30 asistido
con ultrasonido durante 1h a 25 °C cada vez y hasta agotamiento. Los
extractos fueron filtrados y reunidos y, el metanol evaporado in vacuo (40
°C). El material acuoso residual fue sometido a un proceso de liofilizacion
hasta obtener un extracto seco el que se denomino extracto crudo (AC=
extracto polifendlico de Prosopis alba; NC= extracto polifendlico de
Prosopis nigra). Luego fue resuspendido en agua destilada y extraido con
acetato de etilo seis veces con el objetivo de obtener un extracto rico en
polifenoles libres y reducido en azlcares (AS= extracto rico en polifenoles
libres de Prosopis alba; NS= extracto rico en polifenoles libres de Prosopis

nigra).

El residuo de la harina obtenido luego de la extraccion de los polifenoles
libres fue mezclado con 20 mL de NaOH 2N, acido ascérbico al 1% y
EDTA 10 mM y mantenido a 30 °C durante 30 min. Luego se ajusté el pH
a 2 con HCI 6N y se le agrego 300 mg de NaCl. La mezcla fue filtrada y
extraida 6 veces con acetato de etilo (Nardini & Ghiselli, 2004). Se
juntaron estas 6 fracciones, se evaporaron y se resuspendieron en 1 mL de
MeOH para obtener el extracto rico en polifenoles ligados (AL= extracto

rico en polifenoles ligados de Prosopis alba; NL= extracto rico en
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polifenoles ligados de Prosopis nigra). Todos los extractos se almacenaron
a-20 °C.

2.3.1.2. Determinacién de compuestos fenolicos

Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de los compuestos fenolicos se llevé a cabo con el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos,
1999). Los diferentes extractos se pusieron en contacto con 0,2 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich) y se llevo a un volumen final
de 2 mL con agua destilada. Luego de 2 minutos se agregaron 0,8 mL de
carbonato de sodio (15,9%). La absorbancia se midié a 765 nm en
espectrofotometro UV-visible 2400 PC. Los resultados son expresados en

mg equivalentes de &cido galico (mg EAG) por 100g de harina.

Determinacion del contenido de compuestos fenolicos flavonoides
y no flavonoides

Los compuestos fenolicos no flavonoides fueron medidos luego de la
precipitacion de los flavonoides con formaldehido acidificado (Isla, Salas,
Danert, Zampini, & Ordofiez, 2014). Se procedid a la precipitacion de los
flavonoides adicionando a cada una de las muestras de extracto 0,5 mL de
HCI: H,O (1:3 v/v) y 0,25 mL de formaldehido 8 g/L y se incubd durante
24 horas a temperatura ambiente (volumen final 0,77 mL). Luego se
centrifugo a 1200 g durante 7 minutos y se tomo 100 pL del sobrenadante
para la determinacion del contenido de compuestos fenolicos no

flavonoides utilizando el método de Folin-Ciocalteau. El contenido de
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compuestos fenolicos flavonoides se calculé por diferencia entre los
compuestos fenolicos totales y los compuestos fendlicos no flavonoides.
Los resultados son expresados en mg equivalentes de &cido galico (mg
EAG) por 100g de harina.

Determinacion del contenido de flavonas y flavonoles

El contenido de flavonoides totales fue determinado usando AICI; de
acuerdo con Zhishen, Mengcheng, & Jianming (1999). Se colocaron 0,5
mL de una solucion etandlica de AlCIl;.6H,0 al 2% en contacto con igual
volumen de cada extracto. La absorbancia se midié a 420 nm, luego de 60
min de incubacién a temperatura ambiente. El contenido de flavonoides se

expresé como mg equivalentes de quercetina (mg EQ) por 100g de harina.

2.3.1.2. Extraccion y determinacion del contenido de taninos

condensados e hidrolizables

La harina (2 g) fue mezclada con 25 ml de acetona: agua (70:30, 1:10 v/v)
con el fin de extraer los taninos. Una porcion se utilizd para determinar el
total de taninos condensados segun Prior et al. (2010). Se mezcla 100 pL
de muestra con 900 puL de DMAC (4-Dimetilaminocinamaldehido) al 0,1%
en etanol acidificado y 200 pL de etanol 80%. La absorbancia se ley6 a 640
nm despues de 20 minutos a 25 °C. Los resultados se expresaron en g de
equivalentes de procianidina B2 (g EPB2) /1009 harina.

Para la determinacion de taninos hidrolizables o galotaninos se evaporo la

acetona y la porcién acuosa se separ0 en dos fracciones. Una de ellas (2
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mL) se sometid a hidrdlisis acida con 4 ml de H,SO,4 2N durante 26 horas a
100 °C y se determind el contenido de acido galico liberado o total con el
método de Inoue & Hagerman (1988). En la otra fraccidn se cuantificd por
el mismo método el contenido de acido galico libre. A 200 uL de cada una
de las muestras se le afadieron 300 uL de rodanina (0,667%). Luego de 5
min, se afiadieron 200 pL de hidroxido de potasio 0,5N y 4 mL de agua
destilada. Las mezclas se dejaron durante 10 min a temperatura ambiente y
se determind la absorbancia a 520 nm. Los resultados se expresaron en g de

equivalentes de acido galico (EAG)/100g harina.

El contenido de taninos hidrolizables se calculd por diferencia entre ambos

valores
TH= GT-GL.

TH: Taninos hidrolizables, GT: contenido de acido galico total; GL:

contenido de acido galico libre.

2.3.1.3. Extraccion y determinacion del contenido de
antocianinas

La harina (5 g) fue mezclada con metanol acidificado (1%), agua destilada,
agua acidificada con HCI 1%, etanol, etanol acidificado con HCI al 1%,
mezcla de etanol: H,O (1:1, v: v) y/o mezcla de etanol: H,O (1;1, v: V)
acidificado con HCI 1%. Los compuestos se extrajeron hasta agotamiento.
El contenido de antocianinas de cada extracto fue determinado de acuerdo
al método de pH diferencial (Abdel-Aal, Young, & Rabalsky, 2006). Los

resultados se calcularon con la formula;

mg antocianinas/L= (A* PM* F* 10%) / (¢ x1)
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donde: A = Absorbancia (pH 1,0) — Absorbancia (pH 4,5), PM= peso
molecular (433,2 g/mol), F= factor de dilucidn, = coeficiente de extincion
molar (26.900 L cm™ M) y 1=1 cm de paso de luz. Y se expresaron en g

de equivalentes de cianidina-3-glicésido (EC3G) /100g harina.

Se realizaron estudios de estabilidad del pigmento en los medios de
extraccion correspondientes durante tres meses midiendo cada 5 dias el

contenido de antocianina.

El método mas eficiente fue seleccionado para la extraccion posterior de

antocianinas de algarrobo.

2.3.1.4. Analisis cromatografico del perfil fitoquimico de las
harinas de Prosopis alba y Prosopis nigra

2.3.1.4.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Para la CCF se utilizé una fase estacionaria polar de silica gel 60 F-254 y
una fase movil: Acetato de etilo/Ac. Foérmico/Ac. Acético/H,0
(100:11:11:27; v:viviv) en el caso de los compuestos fendlicos libres, y
Cloroformo/Metanol (9:1, v:v) para los compuestos fendlicos ligados. En
ambos casos la siembra fue de 10 pg EAG. Los componentes separados
fueron visualizados bajo luz ultravioleta (365 nm, Lampara UV Modelo
UV GL-58 Mineralight Lamp) y revelados con solucion metandlica al 1%
de éster B-etilamino del acido difenilborico (NP) (Wagner & Bladt, 1996).
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2.3.1.4.2. Cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC) de
extractos polifendlicos de las harinas de algarrobo

Los extractos polifenolicos fueron analizados mediante HPLC acoplado a
un detector por arreglo de diodos [HPLC Waters 1525 con sistema binario
de bombas Serie 1500, valvula de inyeccion manual con un loop de 20 pL
(Rheodyne Inc., Cotati, CA), un detector por arreglo de diodos Waters
2998 (PDA) y una columna C18 AXBridgeTM (4,6x150 mm, 5 pm;
Waters corporation, Milford, MA)]. Para la elucion se utilizd un gradiente
de solvente lineal que consistid en &cido acético 0,1% en agua (A) y acido
acético 0,1% en MeOH (B) como sigue: 90% A a 43% A 45 min, seguido
por 43% A a 0% A entre los 45 a los 60 min, y 0% A durante 5 min a 35
°C. El flujo fue de 0,5 mL/min y el volumen inyectado 20 pL de una
solucion de 1 mg/mL. Se utilizo el software EmpowerTM 2. Los extractos
fueron monitoreados a 254 nm. La presencia de diferentes compuestos
fenolicos fue confirmada usando espectrometria UV (220-500 nm) en
comparacion con estandares y coinyeccion de compuestos comerciales. Los
compuestos se cuantificaron mediante HPLC-DAD utilizando una curva de
calibracion con schaftosido (021353S), isoschaftosido (021354), vicenina Il
(23666-13-9), vitexina (021232S) e isovitexicina (021235S), acido feralico
(1270311), acido protocatéquico (03930590) y acido cumarico (C9008)
para determinar la relacion entre el area del pico y la concentracion de cada
compuesto. La concentracion fue expresada en mg/100 g de extracto seco.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

2.3.1.4.3. Perfil de compuestos fenolicos por HPLC-ESI-MS/MS

Los datos fueron registrados en un sistema LC-ESI-MS/MS que consiste en
un HPLC HP1100 (Agilent Technologies Inc., CA, USA) que se conecta a
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través de un espectrometro de masa Esquire 4000 lon Trap LC/MS (n)
system (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). La ionizacién se realizé a
3000 V asistida por nitrégeno como gas nebulizante a 24 psi y como gas de
secado a 365 °C y un caudal de 6 L/min. Los iones negativos fueron
detectados usando full scan (m/z 20-2200) y resolucion normal (velocidad
de escaneado 10,300 m/z/s; pico con 0,6 FWHM/m/z). Los parametros de
la trampa se establecieron en el control de carga iénica (ICC) utilizando
parametros predeterminados por el fabricante y el tiempo maximo de
acumulacion de 200 ms. La disociacion inducida por colision (CID) se
realizo mediante colisiones con helio presente en la trampa y controlada
automaticamente a través de la opcion SmartFrag. La identificacion de los
constituyentes de las vainas de Prosopis se realizO mediante la
comparacion de las propiedades espectrales (UV) y espectrometria de masa
(ESI-MS y MS/MS) de los compuestos con los de referencia disponibles o

datos de la literatura.

2.3.2. Extraccion y determinacion del contenido de
alcaloides

La harina (1 g) fue adicionada con 1 mL de NaCO3 10% y 5 mL de MeOH.
La mezcla se calentd durante 5 min a 60 °C. Para la cuantificacion se usé
azul de bromotimol como agente colorante de acuerdo con Onal, Kepekgi,
& Oztung (2005). Un mL de agua, compuesto de referencia o extracto se
pusieron en contacto con 2 mL del azul de bromotimol (4,78 x 10°* M en
buffer fosfato de sodio 10 mM pH 5). EI complejo formado se extrajo con 5
mL de cloroformo con agitacion vigorosa durante 1 min. La absorbancia se
midié a 414 nm. Los resultados se expresaron como g de equivalentes de

clorhidrato de apomorfina (g ECA) /100g harina.
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2.3.3. Extraccion y determinacion del contenido de
Vitaminas

2.3.3.1. Extraccion y determinacion del contenido de acido
ascorbico

La harina (0,2 g) fue mezclada con 0,5 mL de H3PO, 2% asistida por
ultrasonido durante 10 min. La cuantificacion se realizo con 2,6-
diclorofenol indofenol (iDF) de acuerdo con la metodologia descripta por
Barros, Carvalho, Morais, & Ferreira (2010). La absorbancia se lee a 515

nm en un espectrofotdmetro.

El contenido de vitamina C se expresé como g de acido L-ascorbico (g L-
AA) /100g harina.

2.3.3.2. Extraccion y determinacion del contenido de
carotenoides

La harina (1 g) fue adicionada con 10 mL de éter de petrdleo:acetona (1:1,
v/v) y el total de carotenoides se calculé de acuerdo con Rodriguez-Amaya
(2001) por lectura directa de la absorbancia de los extractos a 450 nm. Los
resultados se expresaron como g de equivalentes de B-caroteno (g EB-C)

por 100g de harina.
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2.4. PROPIEDADES FUNCIONALES DE HARINAS DE
ALGARROBO BLANCO Y NEGRO

2.4.1. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la
actividad antioxidante in vitro

2.4.1.1. Actividad depuradora del radical cation ABTS®**

Los ensayos de depuracion de los radicales libres son reacciones de
reduccion que pueden ser medidas colorimétricamente debido a la
decoloracion que sufren los radicales cuando un antioxidante es capaz de
donar protones o transferir electrones convirtiéndolos en especies no

toxicas e inhibiendo la oxidacion de biomoléculas.

Este ensayo se llevo a cabo con el método descripto por Re et al. (1999). El
ABTS™ se genera al reaccionar ABTS 7 mM vy persulfato de potasio 2,45
mM a temperatura ambiente (23 °C) en oscuridad durante 16 hs. La
solucion de ABTS™ se diluye con metanol hasta alcanzar una absorbancia
de 0,70 a 750 nm. De esta solucion, se afiaden 100 pL a la muestra y se
mezclan por agitacion. Se lee a 734 nm luego de 6 min de contacto del
ABTS™ con los extractos polifenolicos de Prosopis (concentracion de
compuestos fendlicos hasta 50 pg EAG/mL). Los resultados se expresaron
como la concentracion de polifenoles necesaria para depurar el 50% de los
radicales libres (CDsp). Se utilizé quercetina como compuesto de referencia
(0,1-2 pg/mL).
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2.4.1.2. Actividad depuradora del radical DPPH

Una solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (1,5 mL de 300 uM en
etanol 96°) fue puesta en contacto con diferentes concentraciones de los
extractos polifendlicos de algarrobo. Veinte minutos después se registro la
absorbancia a 515 nm (Vivot et al., 2001). El porcentaje de depuracion se

calculd con la siguiente ecuacion:
%= [(Ao—As) /Ag] * 100

donde Ay es la absorbancia del control y As la de la muestra a 515 nm. Los

valores de CDsg fueron expresados en ug EAG/mL.

2.4.1.3. Actividad depuradora de peréxido de hidrégeno

La mezcla de reaccion contenia fenol (12 mM), 4-aminoantipirina (0,5
mM), H,O, (0,7 mM), buffer fosfato de sodio a pH 7 (84 mM) y diferentes
concentraciones de extractos polifenolico (hasta 50 pg EAG/mL). Se
mantuvo 20 min a 35 °C y se agrego la enzima peroxidasa de rabano
picante (0,1 U/mL) y se incubd a 37 °C, durante 30 min. La absorbancia se
midi6 a 504 nm (Chamira Dilanka & Preethi, 2015). Los resultados se
expresaron como valores de CDsp en pug EAG/mL. Se utilizd quercetina

como compuesto de referencia (1-30 pg/mL).

2.4.1.4. Actividad depuradora de radical hidroxilo

El estudio de la capacidad depuradora de HO® tuvo lugar segun la
metodologia propuesta por (Chobot, 2010). La mezcla de reaccion contenia
50 pL de 2-deoxi-D-ribosa (10,4 mM), 100 puL de FeCl; (50 puM) y
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diferentes concentraciones de extracto (hasta 50 ug EAG/mL). La reaccion
se ensayd en presencia y ausencia de 100 pL de EDTA (52 uM). Para
iniciar la reaccion de Fenton se agregaron 50 pL de H,O, (10 mM) y 50 pL
de &cido ascorbico (1,0 mM). Esta mezcla se incubd a 37 °C durante 60
min. Luego se afiadié 500 pL de &cido 2-tiobarbitarico (1%, w/v disuelto
en acido tricloroacético 3%, w/v) y se incubd a 100 °C durante 20 min. Se
realizaron los correspondientes controles. La absorbancia se midié a 532
nm. Los resultados de presentan como valores de CDsy en pg EAG/mL
requeridos para inhibir el 50% de la degradacion de la 2-deoxi-D-ribosa. Se

utilizé quercetina como compuesto de referencia (5-50 pg/mL).

2.4.1.5. Actividad depuradora de anion superoxido

Ensayo no enzimatico. Los radicales superoxido son generados en un
sistema fenazina metosulfato (PMS)-B-nicotinamida adenina dinucleétido
(forma reducida, NADH) por oxidacion de NADH y ensayado por la
reduccion de la sal de azul de tetrazolio (nitrobluetetrazolium, NBT). En
este experimento, los radicales fueron generados en 300 uL de buffer
fosfato de sodio 19 mM, pH 7,4, el cual contenia 30 uL de NBT 500 pM,
40 pL de PMS 60 uM, 40 uL de NADH 2 mM y las muestras a diferentes
concentraciones (20-150 pug EAG/mL). Se registro la absorbancia a 550
nm (Valentdo et al., 2002). El porcentaje de depuracién se calcul6 con la
siguiente formula: % = (C—S) /C x 100 donde C es la absorbancia del
control y S la de la muestra. Se utilizO quercetina como compuesto de
referencia (10-70 pg/mL). Los valores de CDso denotan los pg EAG/mL
requeridos para depurar el 50% de los radicales libres superoxido.
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Ensayo enzimatico. Los radicales superdxido son generados por el sistema
xantina/xantina oxidasa (X/XO) siguiendo a Cos et al. (1998) con algunas
modificaciones. La reaccion consistio en afiadir hasta 90 uL de muestra de
distintas concentraciones (0,1-5 pg EAG/mL), a 30 pL de xantina oxidasa
(0,1 U/mL) en buffer fosfato 0,2 M pH 7,50 y 60 uL de xantina 1 mM. La
mezcla (volumen total 180 uL) se incubd 30 min a 37 °C. Se registro la
absorbancia a 290 nm. Se utiliz6 quercetina como compuesto de referencia
(1-5 pg/mL). Los valores de concentracion inhibidora del 50% de actividad
enzimatica (Clsp) denotan los ug EAG/mL requeridos para inhibir el 50%

de la enzima.

2.4.1.6. Actividad depuradora de 6xido nitrico

Se siguio el método de Kumaran & Karunakaran, (2006) con algunas
modificaciones. Diferentes concentraciones de extracto (hasta 400 pg/mL)
se mezclaron con 30 uL de nitroprusiato de sodio (10 mM) y buffer fosfato
de sodio (0,1 M, pH 7,5) a un volumen final de 150 pL. La mezcla de
reaccion se incubo 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se agregaron
150 pL de reactivo de Griess. La absorbancia se midié a 550 nm. El acido
ascorbico (10-100 pg/mL) fue usado como control positivo. Los resultados
se presentan como valores de CDso en ug EAG/mL requeridos para depurar
el 50% de NO.

2.4.1.7. Proteccion contra la peroxidacion lipidica: Ensayo de
blanqueamiento de S-caroteno

La capacidad antioxidante se determind cuantificando los dienos

conjugados derivados de la oxidacion del &cido linoleico a través de la
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decoloracion del B-caroteno de acuerdo con Prieto, Pineda, & Aguilar,
(1999).

Se afiadié al B-Caroteno (1 mg), 20 uL de acido linoleico, 200 uL de
Tween 40 y 10 mL de agua destilada. Se sometio a la accion de ultrasonido
durante 10 min y posteriormente se afiadié 40 mL de H,O, (50 mM). A 1
mL de la mezcla se le adicionaron hasta 15 ug EAG de los extractos y se
mantuvieron durante 120 min a 50 °C. Se registro la absorbancia inicial y
cada 30 minutos durante 90 minutos a 470 nm. Quercetina (1,18-27,3
ug/mL) y BHT (2,3-9,1 ug/mL) fueron usados como controles positivos.
Se determinaron los valores de concentracion inhibitoria 50 (Clsp) como los
Mg EAG/mL requeridos para inhibir el blanqueamiento del 50% del B-

Caroteno.
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2.4.2. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la
actividad inhibidora de enzimas relacionadas con la
inflamacidn

Se calcul6 el porcentaje de inhibicibn de la actividad enzimatica
(ciclooxigenasa, fosfolipasa A2 y lipooxigenasa) y se determinaron los
valores de Clso. Los valores de Cls indican los ng EAG/mL requeridos

para inhibir la actividad enzimatica en un 50%.

2.4.2.1. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la actividad de
la enzima ciclooxigenasa

La capacidad de los extractos de inhibir la conversion de &cido
araquidonico en prostaglandina H2 (PGH2) por la accion de la
ciclooxigenasa 2 recombinante humana (COX-2) fue determinada usando
un kit comercial (No. 560131; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).
La PGF2a producida a partir de PGH2 por la reduccion de cloruro de
estafio fue medida mediante un inmunoensayo (EIA) en un lector de
microplaca (Biotek ELx 808). Se utiliz6 DMSO como solvente control. Los
ensayos se llevaron a cabo en presencia de concentraciones variables de
extracto (hasta 3 ug EAG/mL). Se realiz6 una preincubacién de la enzima
COX-2 con la muestra durante 10 min y una incubacion de 2 min en
presencia de &cido araquidonico a 37 °C. Nimesulida (0,10-2 pg/mL) fue la

droga antinflamatoria comercial usada como referencia.
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2.4.2.2. Efecto de los extractos polifenolicos sobre la actividad de
la enzima lipoxigenasa

La actividad de la enzima lipoxigenasa (LOX) fue determinada usando un
método espectrofotométrico, basado en la oxidacion enzimatica del &cido
linoleico a los correspondientes hidroperoxidos (D’Almeida et al., 2013).
Se incub06 la mezcla de ensayo que contenia lipoxigenasa de soja (948
U/mL), acido linoleico (50 uM), tampon de borato sédico (200 mM, pH
9,0) y extractos ricos en compuestos fenolicos (hasta 400 ug EAG/mL) a
25 °C durante 5 min. La absorbancia a 234 nm se midio durante 5 minutos
en un espectrofotometro. Se utilizd6 naproxeno (hasta 25 ug/mL) como

compuesto de referencia.

2.4.2.3. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la actividad de
la enzima fosfolipasa A2

La actividad de la enzima fosfolipasa secretora A2 se determind usando
1,2-diheptanoiltio-glicerofosfocolina (1,2 dHGPC) como sustrato
(D’Almeida et al., 2013). La mezcla de reaccion contenia 50 pL de tampon
Tris-HCI (10 mM, pH 8), 10 uL de &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) 10 mM, 10 uL de la enzima sPLA2 1 pg/mL y 25 ug EAG/mL de
las muestras ensayadas disueltas en DMSO. La reaccidn se inicid mediante
la adicion de 150 pL de 1,2 dHGPC 1,66 mM y se mantuvo durante 20
minutos a 25 °C. La absorbancia se leyé a 414 nm durante 20 minutos cada
2 min en un lector de microplacas (Biotek ELx808). Se utiliz6 como
compuesto de referencia farmacos antiinflamatorios comerciales (&cido

acetilsalicilico, 20-80 pg/mL).
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2.4.3. Actividad inhibidora de enzimas relacionadas con el
sindrome metabdlico

Se calculo el porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica (o-
amilasa, a-glucosidasa y lipasa) y se determinaron los valores de Clso. LOS
valores de Clsp indican los ug EAG/mL requerido para inhibir la actividad

enzimatica en un 50%.

2.4.3.1. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la actividad de
la enzima a-glucosidasa

La inhibicion de la actividad de a-glucosidasa se determind usando p-
nitrofenil-a-D-glucopiranésido como sustrato de acuerdo con la
metodologia descripta por Cattaneo et al. (2016). La mezcla de reaccion
contenia 160 uL de tampodn de fosfato sodico 0,1 M, pH 6,9; 5 uL de
enzima 5,46 U/mL, extracto polifendlico (4-30 pg/mL) y 5 ul de p-
nitrofenil-a-D-glucopirandsido 5 mM. La reaccion se incub6 15 min a 37
°C. A continuacion, se afiadieron 80 uL de carbonato de sodio 0,2 M. La
absorbancia se midi6 a 405 nm en un lector de microplacas

(BioteKELx808). Se utilizé acarbosa (1-50 pg/mL) como estandar.

2.4.3.2. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la actividad de
la enzima a-amilasa

La actividad inhibidora de la a-amilasa fue ensayada utilizando almidon
como sustrato mediante un Amilokit® (Wiener Lab Group, Rosario,
Argentina). La mezcla de reaccion contenia 800 pL de tampon de fosfato
sodico 0,01 M, pH 7,4, 5 uL de a-amilasa 10 U/mL y extractos
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polifendlicos (hasta 100 ug EAG/mL). Después de la preincubacién de la
mezcla de reaccion sobre hielo durante 5 minutos, se inicio la reaccion
enzimatica afiadiendo 500 pL de reactivo A (sustrato) a la mezcla de
reaccion. A continuacion, la reaccion se incubé a 37 °C durante 7 min.
Luego se afadieron 500 uL de reactivo B (solucion de yodo) para el
desarrollo de color y la mezcla de reaccion se llevo a un volumen final de
5,3 mL con agua destilada. La absorbancia se midié a 640 nm en un
espectrofotometro (UV2400 PC). Se us6 acarbosa (0,1-5 ug/mL) como

estandar.

2.4.3.3. Efecto de los extractos polifendlicos sobre la actividad de
la enzima lipasa

La actividad lipasa se ensay0 midiendo la hidrolisis enzimatica de p-
nitrofenil palmitato de acuerdo con Costamagna et al. (2016). Se mezclé
solucidn lipasa (1,0 mg/mL) con los extractos polifendlicos (hasta 100 ug
EAG/mL) y se preincubaron en hielo durante 5 min. La mezcla de reaccién
contenia 330 uL de tampdn de fosfato sddico 0,1 M, pH 7 suplementado
con Triton X-100 al 0,6% (p/v) y goma arabiga al 0,15% (p/v) y 20 uL de
p-nitrofenil palmitato 10 mM. La reaccion enzimatica se inici6 afiadiendo
50 pL de la solucion de lipasa/extracto polifenolico a la mezcla de
reaccion, y se incub6 a 37 °C durante 20 min. La absorbancia se midi6 a
400 nm en un lector de microplacas (BioteKELx808). Se uso orlistat (0,1-

20 png/mL) como compuesto de referencia.
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2.5. TOXICIDAD

2.5.1. Evaluacion de la toxicidad mediante el ensayo de
letalidad con Artemia salina

Se evalud la toxicidad de los extractos (3,13-50 pg EAG/mL) mediante el
ensayo de letalidad con Artemia salina. Las larvas nauplio eclosionaron en
agua de mar artificial en presencia de luz. Se colocaron 10 larvas de A.
salina, 100 pL de agua de mar artificial y 3 puL de extracto de polifenoles
en diferentes concentraciones en DMSO. Después de 24 hs de contacto, se
contaron las larvas que sobrevivieron. La toxicidad se expresO en
porcentaje de mortalidad y se interpret6: 0-10% no toxico, 11-50%
moderadamente toxico, 51-90% altamente toxico y 100% extremadamente
toxico (Borroto et al., 2011). Los ensayos se realizaron por triplicado. Se
graficaron los porcentajes de mortalidad en funcion de la concentracion
utilizada y se obtuvo la linea de tendencia. A partir de la ecuacion de la
grafica se calculd la concentracion letal para el 50% de la poblacion

expuesta (CLso).

2.5.2. Ensayo de mutagenicidad

Se evaluo el efecto mutagénico de los extractos polifenolicos frente a dos
cepas de S. typhimurium (TA98 y TA100) de acuerdo con Maron & Ames
(1983).

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en caldo nutritivo Oxoid N° 2 a 37
°C durante 12-14 hs, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento.

Diferentes concentraciones (hasta 500 pg EAG/placa) de cada extracto
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disuelto en DMSO, fueron agregados a 2 mL de agar blando suplementado
con 0,5 mM de L-histidina 'y 0,5 mM de D-biotina y mezclados con 100 uL
de la suspension bacteriana (en fase estacionaria) y la mezcla luego fue
vertida en la superficie de una placa conteniendo medio agar minimo (sin
histidina). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 hs y
posteriormente se realizo el recuento de las colonias revertantes His*. Para
evaluar la influencia de la activacion metabdlica, a otra serie de tubos se
agrega ademas 500 pL. de mezcla S9, y se vierte en la superficie de una
placa con medio agar minimo. Luego las placas se incuban a 37° C durante
72 hs. Después de la incubacion se procedié al recuento de las colonias
revertidas en cada placa. Fueron realizados los correspondientes controles
negativos y positivos. Como controles positivos se utiliz6 un mutageno
directo, 4-nitro o-fenilendiamina (NPD) a una concentracion de 20
ug/placa y un mutégeno indirecto, que requiere activacion metabdlica con
la mezcla S9, 2-aminofluoreno (2-AF) 10 pg/placa (Maron & Ames, 1983).
El control negativo permite evaluar el niUmero de colonias que revierten en
forma espontanea. Y los controles positivos se realizan para confirmar las

caracteristicas especificas de reversion de cada cepa.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado en dos experiencias
separadas. Los resultados fueron expresados como el numero de colonias
revertantes por placa o a través de la relacion de mutagenicidad (RM) que
es una razon entre el nimero de colonias revertantes de la placa de prueba
y el nimero de colonias revertantes en la placa control (colonias revertantes

espontaneos).
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RM= N° de colonias revertantes en PP/N° de colonias revertantes

espontaneos en PC
PP: placa de prueba
PC: placa control

Una muestra fue considerada mutagéenica cuando el nimero de colonias
revertantes por placa fue al menos dos veces las del control negativo o

cuando los valores de RM fueron mayores o iguales a 2.

2.5.3. Ensayos de citotoxicidad

Las celulas de epitelio gastrico humano AGS (ATCC CRL-1739) fueron
crecidas como monocapas en medio Ham F-12 conteniendo 1 mM L-
glutamina y 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, suplementado con 10% de
Suero Fetal Bovino, 100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Las células se crecieron en presencia del 5% CO, a 37 °C.
Para los experimentos, las células fueron plaqueados a una densidad de 2,5
x 10* celulas/mL.

Los cultivos confluentes de AGS se trataron durante 24 hs con medio
conteniendo cada uno de los extractos desde O hasta 1000 pg/mL. Los
extractos secos se disolvieron en medio suplementado con 2% Suero fetal
bovino (FBS). Las células tratadas solamente con medio se usaron como
control. La viabilidad celular se determin6 con el ensayo de MTT o sal de
tetrazolium (Cheli & Baldi, 2011). Cada concentracién se tested por
cuadriplicado y los experimentos fueron repetidos dos veces usando

diferentes preparaciones celulares. Se determind la Clso (ug/mL).
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2.6. Analisis estadistico

Los analisis se realizaron al menos tres veces con tres muestras diferentes.
Cada valor experimental se expresa como la media + desviacion estandar
(DE). Se utilizé el software estadistico InfoStat (Student Version, 2011)
para evaluar las diferencias entre los grupos. El criterio de significancia

estadistica se tom6 como p < 0,05.
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Capitulo 3 : RESULTADOS Y DISCUSION




Los resultados se presentan en dos partes:

Parte |: Caracterizacion fitogquimica preliminar y composicion de
compuestos fenolicos libres obtenidos de muestras harinas de vainas de 6
individuos de P. alba y de 8 individuos de P. nigra. Evaluacion de la

actividad antioxidante de cada una de las muestras de semolinas.

Parte Il: En base a la similitud quimica que presentaron las muestras
intraespecie, se conformd un pool de muestras de vainas de cada especie

para la obtencion de harina y su caracterizacion nutricional y funcional.
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PARTE |

A) Caracterizacion fitoquimica preliminar de muestras de harinas de

Objetivos:

vainas de 6 individuos de P. alba y de 8 individuos de P. nigra.
B) Composicion de compuestos fendlicos libres

C) Actividades biologicas de los polifenoles y antocianinas de cada una

de las muestras de semolinas.
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Muestras de vainas maduras de ocho ejemplares de P. nigra (Griseb.)
Hieron. y seis de P. alba (Griseb.) se cosecharon en Amaicha del Valle,
Tucuman, Argentina a 2000-2100 m sobre el nivel del mar. Las vainas de
P. alba presentaron color marrén claro mientras que las vainas de P. nigra
resultaron de color marron con manchas negro-moradas de diferente
intensidad (Figura 14).

Para confirmar la valoracidn subjetiva, en cuanto al grado de madurez de
las legumbres se realizé una valoracion objetiva del color, utilizando un
colorimetro. Se observo que las vainas de P. nigra presentan en su estadio
de madurez optimo parametros cromaticos de L*= 46,41+£10; a*= 9,71+1:
y b*=4,23+1 mientras que P. alba presentan valores de L*=58,41+£10; a*=
3,421y b*= 33,43£2. P. nigra presenta mayor componente rojo que las de
P. alba, menor luminosidad que P. alba observandose variabilidad entre
muestras (Figura 15). Las vainas de P. alba presentan mayor componente

amarillo respecto a P. nigra.
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Figura 14. Fotografias de las vainas de A) Prosopis nigra y B) Prosopis alba. PNT1 a
PNTS8: vainas de Prosopis nigra de Tucuman muestra 1 a 8; PAT1a PAT6: vainas de
Prosopis alba de Tucuman muestra 1 a 6.

——————

— —

Figura 15. Fotografias de las vainas de Prosopis nigra donde se observa la variabilidad
fenotipica.
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Las vainas provenientes de los distintos arboles se secaron, molieron y
tamizaron separadamente para obtener harinas finas de mesocarpo. Las
harinas de P. alba presentaron aspecto homogeneo, diferentes tonalidades
blanco amarillento de acuerdo con el nimero de muestra. Asi la muestra
PAT3 resultd la mas oscura de las muestras de P. alba (Figura 16). Las
harinas de P. nigra presentaron aspectos homogéneos y color més oscuro

que P. alba resultando mas oscuras las muestras PNT6, PNT7 y PNT8
(Figura 17).

Figura 16. Fotografias de harina de P. alba. PAT1a PAT6: harina de vainas de
Prosopis alba de Tucuman muestra 1 a 6.

Figura 17. Fotografias de harina de P. nigra. PNT1 a PNT8: harina de vainas de
Prosopis nigra de Tucuman muestra 1 a 8.
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A partir de estas muestras se realizd la caracterizacion quimica de
compuestos funcionales y el andlisis de su actividad antioxidante,
antiinflamatoria e inhibitoria de enzimas relacionadas con el sindrome

metabdlico.

3.1.1. Composicion fitoquimica y actividad biologica de
extractos ricos en polifenoles

3.1.1.1. Cuantificacion de fitoquimicos

El contenido de polifenoles libres (P) y ligados (PL) de la harina de vaina
de Prosopis se muestra en la Tabla 4. El contenido de P en la harina de P.
nigra 'y P. alba vari6 de 0,21 a 0,66 g EAG/100g de harina. El contenido de
P fue mayor que el encontrado por Cardozo et al. (2010) para extractos
etanolicos de vainas de P. nigray P. alba y harina de trigo blanco (4,4-14
mg EAG/100 g harina (Hung, Maeda, Miyatake, & Morita, 2009), similar
al salvado de trigo de 0,13-0,32 g EAG/100g (Vaher, Matso, Levandi,
Helmja, & Kaljurand, 2010) y mas bajo que los valores encontrados en
harinas de otros frutos nativos argentinos como Zizhipus mistol (0,79+0,03
g EAG/100g DW (Cardozo et al., 2010) y Geoffroea decorticans
(1,24+0,03 g EAG/100g DW (Costamagna, Ordofiez, Zampini, Sayago, &
Isla, 2013). Los PL fueron los principales contribuyentes de fendlicos
totales (suma de P y PL) en la harina de P. alba (hasta 84% del total),
mientras que los PL representaron alrededor del 17% del total de
compuestos fendlicos en harina de P. nigra. Los resultados encontrados en
la harina de P. alba son consistentes con Adom & Liu (2002), cuyo estudio
indic6 que los PL de maiz, trigo, avena y arroz contribuyeron

predominantemente al contenido total de compuestos fenolicos.
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El contenido de flavonoides (flavonas y flavonoles) en P. nigra fue mayor
que en P. alba y semejante a los valores que presentan los frutos de chariar
(Costamagna, Ordoiiez, Zampini, Sayago, & Isla, 2013). EI consumo de
alimentos que contienen este tipo de compuestos fendlicos ha sido
asociado con una posible prevencion de enfermedades cronicas como
cancer, aterosclerosis y otras enfermedades cardiovasculares (Anderson &
Bryant, 1986; Joven et al., 2013). Distintos estudios evidencian el efecto
protector de los compuestos fendlicos frente a estas enfermedades (Catalan,
Barrubés, Valls, Sola, & Rubid, 2017; Giampieri et al., 2017; Ishige, Chen,
Sagara, & Schubert, 2001; Lule & Xia, 2005; Mena & Llorach, 2017;
Moon & Shibamoto, 2009).

También se evalud el contenido de antocianinas de la harina de P. nigra 'y
P. alba (Tabla 4). En general, la concentracion total de antocianinas fue
mayor en la harina de P. nigra (7,25 a 65,27 g/100g de harina) que en la
harina de P. alba (0 a 11,34 ¢g/100g). Los datos sugieren que las
concentraciones totales de antocianinas varian no solo entre especies Sino
también entre individuos (Tabla 4). Los niveles de este pigmento
hidrosoluble en P. nigra fueron mayores que los que presentan otros
alimentos ricos en antocianinas como los arandanos (1,3-3,8 mg/g fruto
fresco) y el maiz morado (6,8-82,3 mg/g fruto fresco) (He et al., 2012; Lao
& Giusti, 2017).

No se detectaron taninos hidrolizables y los niveles de taninos condensados

fueron muy bajos.

El contenido total de alcaloides mostré valores muy bajos entre los 0,01-

0,03 g ECA/100g de harina y fue similar en ambas especies.
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Tabla 4. Contenido de polifenoles de la harina fina de mesocarpo de P. alba y P. nigra.

0,33+0,02" 0,21+0,03*  0,4240,06°  0,26+0,02°  0,52+0,05°  0,46x0,05° 0,42+0,05¢ 0,38+0,10° 0,48+0,05° 0,66+0,01¢  0,33+0,05°  0,35+0,10°

0,46+0,05°  0,22+0,05%

0,07+0,00 0,60+0,01 0,93+0,04¢  0,74#0,03° 0,47+0,01° 0,49+0,02°  0,05+0,00°  0,04+0,00®  0,02+0,00®  0,03+0,002  0,05+0,002  0,04+0,008 0,070,008 0,050,002
a b

0,86+0,00°  041+0,00° 0,51+0,00%  0,33+0,00*°  0,65+0,00° 045+0,00° 0,92+0,01¢ 1,01+0,02¢  1,18+0,02¢  1,37+0,01¢  0,86+0,00°  0,88+0,01°  0,51+0,00? 0,34+0,002

0,01£0,00*  0,02£0,00°  0,07+0,00®  0,02+0,00°  0,2+0,02° 0,02£0,00*  0,02£0,00*  0,01+0,00®  0,03+0,00®  0,02+0,00*  0,00+0,00®  0,01+0,00*  0,03+0,00®  0,03+0,00°

DL DL DL DL DL DL DL DL DL DL DL DL DL DL

0,00+0,00°  6,96+1,00° 11,35+1,00¢ 845+1,00° 256+0,50° 1,77+0,50°  7,25#0,50°  16,20+1,009 11,63+1,00¢ 25,95+1,00¢ 65,27+150" 56,22+1,509 13,77+1,00  38,78+1,00"
cd

0,00£0,00¢  0,03+0,00°  0,04+0,00®  0,02+0,00°  0,04+0,00°  0,02+0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00*  0,02+0,00®  0,00+0,00®  0,00+0,00®  0,01+0,00®  0,02+0,00®  0,05+0,01°

0,01+0,0*  0,01£0,0*  0,03+0,01*  0,02+0,00°  0,01+0,00®°  0,01+0,0°  0,02+0,0°  0,02+0,00®  0,02+0,01*  0,02+0,00®  0,03+0,00®  0,02+0,00®  0,01+0,00®  0,02+0,00°

P: Polifenoles libres (g EAG/100g harina); PL: Polifenoles ligados (g EAG/100g harina); F: Flavonoides (g EQ/100g harina); TC: Taninos condensados (g
EPB2/100g harina); TH: Taninos hidrolizables (g EAG/100g harina); A: Antocianinas (g EC3G/100 g harina); AA: Acido ascérbico (g EL-AA/100g harina);
AK: Alcaloides (g ACE/100g harina). DL: Por debajo del limite de deteccion. Los valores se presentan con su desviacion media estandar de triplicados.
Diferentes letras en la misma fila muestran diferencias significativas entre cada individuo tratado, segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).PAT1 a PAT6: harinas
de P. alba; PNT1 a PNTS: harinas de P. nigra.
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Se realiz6 un analisis estadistico multivariado para estudiar la relacion entre las
variables que hacen referencia a los fitoquimicos presentes en la muestra
(polifenoles libres, polifenoles ligados, flavonoides libres, flavonoides ligados y
antocianinas) y, asi, tratar de evidenciar diferencias, si las hubiere, entre las
muestras procedentes de los distintos individuos de las dos especies en estudio y

entre ambas especies.

El analisis de componentes principales (PCA) mostr6 una clara separacién en dos
grupos: semolina de P. alba y semolina de P. nigra (Figura 18), de acuerdo con la
composicion fitoquimica. El diagrama de dispersion mostrd claramente
discriminacién entre especies por componente principal PC1, mientras que PC2
indica principalmente la variacion del contenido total de cada tipo de metabolitos

dentro de cada especie.

Antocianinas

PNTS

2 PNTG...e PNTS
L Flavonoides
Polifenoles
= ligados L3
s 1r .
) libres fﬂ SPAT3
w
~ PNT2 PNT7 . PAT2© ™ PATS
8 At PNT4 PNT1 Polifenoles PATH
L J .
. g o ligados
PAT1
PNT3

al Flavonoides

libres

-4 3 -2 1 0 1 2 3 4
PC 1 (62.8%)

Figura 18. Grafico (PC1 vs. PC2) de analisis de componentes principales (PCA) obtenido del
analisis fitoquimico de diferentes muestras de harina de P. alba y P. nigra.
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3.1.1.2. Caracterizacion de extractos de P. alba y P. nigra ricos en
compuestos fenolicos: Perfiles cromatograficos

Se realizaron perfiles de HPLC-DAD de los extractos de las diferentes muestras
de algarrobo blanco y negro (Figura 19 y 20). En los distintos perfiles de
individuos de P. alba se observan picos con espectros de absorbancia UV-visible
caracteristica de polifenoles a tiempo de retencion 11, 30 y 41 min. En los
cromatogramas correspondientes a los diferentes individuos de P. nigra se
observan picos con espectros de absorcion UV-visible caracteristicos de
compuestos fenolicos de tiempo de retencion 10, 24 y 41 min. Los perfiles
intraespecies resultaron ser muy similares, manifestandose la presencia de los

mMismos compuestos, aunque en proporciones variables.

Flavonoides O- y C-glicésidos

Los principales constituyentes identificados en los extractos ricos en compuestos
fenolicos de vainas de algarrobo fueron C-glicosil flavonoides y O-flavonol
glicosidos. Los cromatogramas de HPLC de extracto metanolico de harina de P.
alba y P. nigra se muestran en la Figura 21. Las estructuras de algunos
constituyentes de la harina se presentan en la Figura 22. Los datos de HPLC-
MS/MS de los compuestos fendlicos identificados en los extractos de polifenoles

libres de azUcares, de las vainas de P. alba y P. nigra se presentan en la Tabla 5.
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Figura 19. Cromatogramas de HPLC-DAD extraidos a maxplot (210-500nm) de muestras de
extractos polifenolicos de P. alba.
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Figura 20. Cromatogramas de HPLC-DAD extraidos a maxplot (210-500nm) de
muestras de extractos polifendlicos de P. nigra.
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El andlisis HPLC-ESI-MS/MS de los extractos polifendlicos de las harinas de P.
alba y P. nigra permitié la identificacion o identificacion tentativa de 25
compuestos, incluyendo 8 antocianinas y 17 flavonoides. Se identificaron ocho O
y C glucésidos de flavonoides en P. alba, mientras que catorce se describieron a
partir de extracto de vainas de P. nigra mostrando, en consecuencia, mayor
diversidad quimica que P. alba. Los glucosidos de quercetina (10, 12 y 21),
kaempferol hexosido (22) y C-glicosido isovitexina (20) resultaron comunes en
ambas especies. Los compuestos 10, 12, 16, 18 y 21 se asignaron como
glucosidos de quercetina basandose en los experimentos MS/MS. Mientras que el
compuesto 10 muestra pérdidas consecutivas de dos hexosas y una ramnosa, el
12, muestra pérdida de dos hexosas y el 21 una hexosa, dando lugar a una
aglicona de m/z 301, que corresponderia a la quercetina. Los compuestos 16 y 18
difieren en el tipo de azlcar, ya que el 16 muestra primero la pérdida de una
ramnosa y el 18 de una unidad de hexosa. El flavonoide 12, eluido a tiempo de
retencion 18,7 min, muestra un espectro UV compatible con un flavonol 3-
sustituido que tiene dos 0 méas funciones OH en el anillo B. El espectro MS/MS
mostro la pérdida de dos hexosas que conducen a la aglicona de m/z 301, lo que
estd de acuerdo con un O-dihexdsido de quercetina. La asignacion coincide con
los datos reportados por Ferreres, Llorach, & Gil-lzquierdo (2004) para los
glicosil flavonoides. Los derivados de éter metilico de quercetina (13 y 24) se
detectaron como constituyentes menores y difieren en restos de azlcar, no se
puede dar la posicion de la funcion OCHj; en la aglicona basandose Unicamente en
el analisis de MS. Los compuestos 19 y 22 se identificaron tentativamente como
hexdsido-ramnosido y como hexosido de kaempferol, repectivamente, basado, en
la pérdida de azucar y el pico base de m/z 285 que corresponderia con la aglicona
kaempferol. El derivado 25 difiere de 19 en 14 uma, soportando un éter metilico
de kaempferol. Varios flavonoides C-glicosilados (compuestos 9, 11, 14, 15y 20)
se presentan como constituyentes principales en los extractos polifendlicos de

harinas de algarrobo. La mayoria de ellos se basan en la aglicona apigenina. La
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diferenciacion de la vitexina (15) y la isovitexina (20) se baso en la secuencia de
elucion, asi como en la abundancia relativa del ion [M-90] a m/z 341. En el
compuesto eluido a tiempo de retencion 22,8 min, la intensidad de la [M-90] - ion
al ion m/z 341 era 9% mientras que para el isomero eluido a tiempo de retencién
24,1 min, la abundancia era 31%. Este hallazgo esta de acuerdo con el informe de
Ferreres et al. (2003) sobre las C-glicosil flavonas procedentes de semillas de
membrillo (Cydonia oblonga). La secuencia de elucion y la abundancia relativa
de iones de los compuestos 11 y 14 estan de acuerdo con isoschaftosido y
schaftdsido, reportados previamente en jarabes de vainas de Prosopis por Quispe,
Petroll, Theoduloz, & Schmeda-Hirschmann (2014).

Los compuestos O-glicosidos de quercetina y C-glicosidos de apigenina
presentan reconocida capacidad antioxidante, antiinflamatoria, anticancer,
inhibidores de enzimas convertidoras de angiotensina, actividad hipoglucemiante
y antiplaquetarias, entre otros (Piccinelli et al., 2008; Zucolotto et al., 2009).
Ademaés, son rapidamente absorbidos tras la administracion oral y distribuidos

por el plasma a los diferentes tejidos (Xiao, Capanoglu, Jassbi, & Miron, 2016).
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Figura 21. Cromatograma de HPLC de extractos metanolico de P. alba y P. nigra. Deteccion
ultravioleta (UV) a 254 nm. Compuestos: 9: Apigenina-C-dihexosido (Vicenina II); 10: Q-
dihexosido ramnosido; 11: Apigenina-C-hexosido-C-pentosido (Isoschaftésido); 12: Q-
dihexdésido; 13: Q-metileter dihexdsido; 14: Apigenina-C- hexdsido-C-pentdsido (Schaftdsido);
15: Apigenina-8-C-glucosido (Vitexina); 16: Q-ramnosido- hexoxido; 17: Desconocido; 18: Q-
hexdsido-ramnosa; 19: K- hexdsido-ramndsido; 20: Apigenina-6-C-glucosido (Isovitexina); 21:
Q - hexdsido; 22: K - hexosido; 23: Apigenina hexosido-ramnosido; 24: Q metil eter- hexoésido-
ramndsido; 25: K-metil eter hexdsido-ramndsido. Q: quercetina; K: kaempferol. La estructura
de los compuestos 9, 11, 14, 15y 20 se muestra en la Fig. 20.
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Tabla 5. Identificacion de compuestos fendélicos en harinas de vainas de P. alba (PA) y P. nigra (PN) por datos de HPLC-DAD-ESI-MS.

Pico TR (min)  AmaxUV (nm) [M-H] Patrdn de fragmentacion (abundancia relativa) Identificacion

9 135 332,271 593 575 (5), 503 (30), 473 (100), 383 (18), 353 (28) Apigenina-C-dihexdésido (Vicenina I1) PN

10 16.5 351, 295 sh, 265 sh, 257 771 609 (40), 591 (80), 505 (38), 343 (24), 301 (100), 300 (90) Q-dihexdésido ramnosido PA, PN

11 18.3 336, 271 563 503 (41), 473 (100), 443 (64), 383 (24), 353 (33) Apigenina-C-hexdsido-C-pentésido (Isoschaftésido) PN
12 18.7 351, 295 sh, 265 sh, 257 625 505 (33), 463 (42), 445 (46), 343 (12), 301 (100), 300 (87) Q- dihexdsido PA, PN

13 19.4 - 639 477 (100), 315 (1) Q-metileter dihexdsido PA

14 196 336, 271 563 545 (16), 503 (10), 473 (100), 443 (50), 383 (30), 353 (37) Apigenina-C-hexésido-C-pentésido (Schaftésido) PN
15 22.8 338, 295 sh, 268 431 341 (9), 311 (100) Apigenina 8-C-glucésido (Vitexina) PA

16 23.2 353, 290 sh, 266, 256 609 301 (100) Q-ramnosido-hexdsido PA

17  ca235 - 603 555 (5), 483 (36), 443 (100), 323 (5) Desconocido PN

18 23.9 345, 275 sh, 267 609 301 (100) Q- hexoésido-ramnosa PN

19 24.0 - 593 285 (100) K- hexésido-ramnésido PN

20 24.1 338, 296 sh, 270 431 341 (31), 311 (100) Apigenina-6-C-glucosido (Isovitexina) PA, PN

21 24.9 - 463 301 (100) Q- hexdsido PA, PN

22 25.0 - 447 285 (100) K-hexosido PA, PN

23 28.5-295 - 577 269 (100) Apigenina hexésido-ramnésido PN

24 31.9 - 623 477 (1), 300 (33), 315 (100) Q metil éter hexdsido-ramndsido PN

25 32.0 347, 298 sh, 265 607 299 (100), 284 (9) K-metil eter hexdsido-ramnésido

Q: quercetina; K: kaempferol.
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20 Isovitexina

15 Vitexina

Figura 22. Estructura de los compuestos C glicésidos derivados de apigenina identificados en
extractos polifendlicos de vainas de harina de Prosopis.
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3.1.2. Actividades bioldgicas

3.1.2.1. Capacidad antioxidante in vitro de los extractos polifendlicos de
harina de P. alba y P. nigra

3.1.2.1.1. Actividad depuradora de radicales libres

Los ensayos de depuracion de DPPH* y ABTS*" permiten evaluar la capacidad de
los antioxidantes de donar hidrogeno. Los extractos de compuestos fenolicos libres
de las ocho muestras de harina de P. nigra son ricos en flavonoides y mostraron
capacidad de depurar el radical cation ABTS con valores de CDsy entre 7 y 29
ug/mL mientras que solo tres muestras alcanzaron el 50% de depuracion de radical
DPPH con valores entre 19 y 22 ng/mL. Se obtuvieron resultados similares para P.
alba (6 a 17 ug/mL para ABTS y 11 a 15 pg / mL para DPPH, Tabla 6). Ademas,
los extractos de P. nigra ricos en fenoles ligados mostraron valores de CDs entre 4
y 12,5 pg/mL, mientras que P. alba mostré valores entre 2,5 y 7 ug/mL para ABTS
(Tabla 6). EI mismo comportamiento se demostré para fendlicos ligados en la
actividad de eliminacién de DPPH. De acuerdo con los andlisis estadisticos, los
compuestos fendlicos ligados resultaron mas activos que los compuestos fendlicos
libres. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados para compuestos
fenolicos ligados liberados de otros alimentos (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2006).
Se considera que los fenoles ligados tienen beneficios para la salud porque pueden
escapar de las condiciones de digestion gastrointestinal superior junto con los
materiales de la pared celular y son absorbidos en el plasma sanguineo durante la
digestion por la microflora intestinal (Andreasen, Kroon, Williamson, & Garcia-
Conesa, 2001). Se observo una correlacion significativa (p < 0,05) entre el
potencial antioxidante determinado por ABTS y DPPH con respecto a los
compuestos fendlicos libres de P. alba (R? = 0,6800 y 0,7149, respectivamente) o
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ligados (R? = 0,8852 y 0,7856, respectivamente). Por el contrario, no se encontrd
correlacion significativa (p > 0,1) entre la actividad antioxidante y el contenido de

compuestos fenolicos (ligados o libres) en los extractos de P. nigra.

3.1.2.1.2. Proteccidn contra la lipoperoxidacion

Los lipidos de la membrana son ricos en &cidos grasos insaturados que son muy
susceptibles a los procesos oxidativos. Se ensayd la capacidad de extractos
fendlicos de inhibir la oxidacion acoplada de -caroteno y &cido linoleico. Tanto
los compuestos fenolicos libres como los ligados de P. alba y P. nigra mostraron
efecto protector sobre la peroxidacion de los lipidos con valores de CDsg entre 1,5
y 14,5 pg/mL (Tabla 6). Los compuestos fenoélicos libres de P. nigra fueron mas
activos que los libres de P. alba y que los fendlicos ligados de ambas especies.
Hubo una correlacion positiva significativa (p<0,05) entre la inhibicion de la
lipoperoxidacion y el contenido de fenolicos libres y ligados en los extractos de P.
alba (R? = 0,8001 y 0,9174, respectivamente). Sin embargo, en P. nigra sélo se
observé una correlacion significativa con el contenido de fendlicos ligados (R? =
0,6485).
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Tabla 6. Capacidad antioxidante de semolina de P. alba y P. nigra.

PAT1 PAT2 PAT3 PAT4 PAT5 PAT6 PNT1 PNT2 PNT3 PNT4 PNT5 PNT6 PNT7 PNT8

13,0#1,1°  13,0+1,1° 6,0+1,0° 7,0+1,0° 16,040,5° 17,0+0,5° 22,0£1,08 23,0+1,0 ¢ 29,0£1,0 © 22,0£0,5¢ 15,0£0,58 7,0£0,54  10,0£1,08 12,0£1,08

o
_, 45£1,0¢ 3,5+1,12 2,5+1,02 3,0+0,52 7,0+0,52 3,0+0,52 6,0£0,54  125+05B 4,0£0,54 9,540,558 4,5+0,54 ND ND ND
o

15,0+0,5% 13,0+0,52 14,0+1,02  ND ND 11,0+1,02 ND ND 20,0+1,04 19,0£1,04 ND ND 22,0054 ND

ND 1,5+0,52 1,5+0,52 1,5+0,52 1,5+0,52 1,7+0,52 30,0£0,58 17,0+1,0A 17,0+1,0A ND 18,0+1,0A ND 17,0+1,04 17,0+1,0A

14,5+0,5° 11,040,580 10,0£1,020 13,041,080 13,0+1,020 12,5+0,58P 7,5+0,58 3,0+0,54 9,0+1,0¢ 7,5+0,58 7,0+£1,08 1,5+0,54 4,0£0,54 9,5+1,0¢

10,0£1,00  13,0+0,5° 12,5+0,5°  10,0£1,02 11,5+0,52 11,5052 5,0+0,5% 9,0+0,5¢ 6,5+0,58 11,5+0,5¢ 6,5+1,08 14,0+0,5°  10,5+0,5¢ 10,0+0,5¢

—
o

o
-
o

PAT1 a PATG6: harinas de P. alba; PNT1 a PNT8: harinas de P. nigra, P: Polifenoles libres; PL: Polifenoles ligados. CDsy concentracion depuradora del 40%
de los radicales libres (ugEAG/mL) Clso concentracion inhibidora del 50% de la oxidacion del B caroteno (ug EAG/mL). ND: No determinado en el rango de
concentracion ensayado. Los valores se presentan con su desviacion media estandar de triplicados. Diferentes letras en la misma fila muestran diferencias
significativas entre cada individuo tratado, letras minGsculas para P. alba y letras mayusculas para P. nigra segin la prueba de Tukey (P < 0,05).
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3.1.2.2. Actividad antiinflamatoria de extractos polifenolicos de Prosopis
albay P. nigra

La via del AA es uno de los procesos mas importates involucrados en la respuesta
inflamatoria. Las enzimas COX y LOX, llevan a la produccion de los mediadores
inflamatorios conocidos como eicosanoides, moléculas que regulan la respuesta
inflamatoria disparando una serie de reacciones que controlan la quimiotaxis de los
neutréfilos, vasodilatacion, fiebre, etc (Lucas et al., 2011). Resulta importante
suprimir la respuesta inflamatoria en esos niveles, pero al mismo tiempo mantener
los niveles fisiologicos de esos mediadores, necesarios para la homeostasis (Hwang
et al., 2013). El desbalance prolongado entre los mecanismos oxidantes y
antioxidantes llevan a situaciones de dafio general conocido como estrés oxidativo
que provoca la injuria de los tejidos y activa el proceso proinflamatorio (Khaper et
al., 2010) y esta asociado a una variedad de enfermedades inflamatorias del tipo de
ateroclerosis, cancer, fibrosis quistica, obesidad, artritis, entre otras (Reuter et al.,
2010). Se puede esperar que los compuestos que tienen actividad antioxidante
tengan potencial terapéutico para controlar varios procesos inflamatorios. En el
presente estudio se midio la actividad inhibidora de enzimas proinflamatorias de los
extractos polifendlicos de una de las muestras de P. nigra (PNT8) y una de P. alba
(PAT2) contra las enzimas proinflamatorias (COX-2 y LOX). Ambos extractos ricos
en polifenoles libres fueron capaces de inhibir la actividad de la enzima COX-2 con
valores de Cls, de 0,66+0,03 ug EAG/mL para el extracto polifendlico crudo de P.
nigra. EI mismo efecto se observo en P. alba con valores de Clsy de 0,70+0,04 pg
EAG/mL para el extracto crudo. El farmaco de referencia, nimesulida, mostré una
Clso de 0,39 pg/mL. No se observoé inhibicion en la enzima LOX para extractos de
P. nigra y P. alba hasta una concentracion de 30 ug EAG/mL. Los extractos fueron
en consecuencia selectivos para la COX-2. Estos hallazgos junto con la actividad

antioxidante demostrada sugieren que la harina de P. nigra y P. alba podrian
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utilizarse como un ingrediente funcional con capacidad de reducir procesos

oxidativos e inflamatorios.

3.1.2.3. Inhibicion de la actividad de las enzimas que intervienen en el
sindrome metabolico

3.1.2.3.1. Inhibicion de a-glucosidasa y a-amilasa

El incremento de la glucosa posprandial en sangre puede disminuir a través de la
inhibicion de enzimas involucradas en la liberacion de glucosa desde los alimentos
tales como a-glucosidasa, una enzima localizada en el epitelio intestinal. La
continua administracion de inhibidores comerciales de a-glucosidasa (acarbosa,
voglibosa y miglitol) puede causar malestar abdominal, diarrea, flatulencia y
hepatotoxicidad (Abdul-Ghani, Tripathy, & DeFronzo, 2006). Por ello, es necesario
encontrar nuevos inhibidores de a-glucosidasa para el tratamiento terapeutico de
diabetes mellitus tipo Il. Los extractos polifenolicos libres de PAT2 resultaron
activos contra a-amilasa y a-glucosidasa con valores de Clsp de 8,2 y 5,1 ug
EAG/mL mientras que PNT8 muestra valores de Clssde 3y 7,5 ug EAG/mL para o-
amilasa y a-glucosidasa, respectivamente. Los resultados sugieren que los extractos
de P. nigra y P. alba podrian ser capaces de reducir la captacion y/o absorcion de
glucosa. En este sentido las harinas de algarrobo podrian ser un suplemento para

controlar la hiperglucemia en pacientes diabéticos.

3.1.2.3.2. Inhibicion de lipasa pancreatica

La lipasa pancreatica es una enzima que juega un importante rol en el sindrome

metabolico, en la hidrodlisis de los lipidos se liberan acidos grasos que pueden ser
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absorbidos en el tracto digestivo humano. Orlistat es el principal farmaco inhibidor

de lipasa para el manejo de la obesidad (Birari & Bhutani, 2007).

Los extractos de polifenoles libres resultaron activos contra la lipasa pancreatica.
Los valores de Clso correspondieron a 3 pg EAG/mL para PAT2, 7,5 ug EAG/mL
para PNT8. Los valores de Clso resultaron cercanos a la droga de referencia
(6,00+0,02 Orlistat).

3.1.3. Pigmentos presentes en vainas de algarrobos: Antocianinas

3.1.3.1. Identificacion de antocianinas en extractos ricos en polifenoles

La extraccion de polifenoles de la harina de vainas de P. nigra con metanol
proporciono extractos de color rojo violaceo. Los patrones de fragmentacion y la
identificacion tentativa de las antocianinas de harina de vainas de P. nigra se
presentan en la Tabla 7. El analisis por HPLC del extracto rico en polifenoles
(Figura 23) mostro un compuesto principal (pico 2) al tiempo de retencién (Tr) de
11,7 min, con una absorcion méaxima de 516 nm y un ion [M]+ a m/z 449. El
analisis MS/MS indicé la pérdida neutra de 162 uma, de acuerdo con una hexosa. El
compuesto 2 fue asignado como cianidina-3-hexésido, de acuerdo con la literatura
(Tae et al., 2010). También se detectaron siete compuestos menores y se asignaron
tentativamente como antocianidinas, a saber, los picos 1, 3-8. Los picos 1, 2 y 5
compartieron la misma antocianidina (cianidina, m/z 287), 4, 7 y 8 presentaron
malvidina (m/z 331), el 3 que contenia peonidina (m/z 301) y el 6 petunidina (m/z
317) (Wu & Prior, 2005). El espectro MS/MS del compuesto 1 mostré fragmentos
de iones a m/z 449 y m/z 287, de acuerdo con la pérdida consecutiva de una
ramnosa y una hexosa, siendo provisionalmente identificados como cianidin-
ramnosil-hexosido. El compuesto 5, con m/z 535 y los iones MS/MS a m/z 449 y

m/z 287, un malonilo (86 uma) y una hexosa (162 uma), de acuerdo con cianidina
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malonil hexdxido. Los derivados de malvidina 4 y 7 presentan un ion [M]+ a 655 y
639 uma, que en MS/MS pierde dos hexosas y una ramnosa y una hexosa,
respectivamente, conduciendo a la misma antocianidina. Los diglicésidos se
identificaron como malvidina-dihexésido y malvidina ramnosil hexosido,
respectivamente. ElI compuesto 8 pierde una hexosa del ion [M]+ a m/z 493 y se
identifica como malvidina-3-hexosido. Los monoglicosidos 3 y 6 pierden una
hexosa de sus iones [M]+ vy se les asigndé como peonidina-3-hexosido y petunidina-

3-hexosido, respectivamente.

Destacamos los resultados obtenidos en este apartado dado que la presencia de
antocianinas en harina de vainas de especies de Prosopis asi como la identidad de

las mismas se informa por primera vez en este trabajo de Tesis doctoral.

Tabla 7. Datos de HPLC-MS/MS de antocianinas de harinas de vainas de Prosopis nigra.

Pico Tr (min) Amax Visible [M]+ MS/MS Identificacion

(nm) (m/z)  (m/2)
1 9,2 - 595 449, 287 Cianidina ramnosil hexdsido
2 11,7 516, 280 449 287 Cianidina-3-hexdsido
3 15,4 517,274 463 301 Peonidina-3-hexosido
4 16,5 515, 292 655 493, 331 Malvidina dihexdsido
5 18,0 518, 284 535 449, 287 Cianidina malonil hexésido
6 20,8 522, 269 479 317 Petunidina-3-hexdsido
7 21,4 - 639 493, 331 Malvidina ramnosil hexdsido
8 22,0 520.272 493 331 Malvidina-3-hexdésido
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Figura 23. Cromatograma de HPLC del extracto polifendlicos de vainas de Prosopis nigra a 500
nm. 1: Cianidina ramnosil hexésido; 2: Cianidina-3-hexoésido; 3: Peonidina-3-hexosido; 4:
Malvidina dihexosido; 5: Cianidina malonil hexosido; 6: Petunidina-3-hexdsido; 7 Malvidina
ramnosil hexoésido; 8: Malvidina-3-hexosido. Estructura quimica de las antocianinas identificadas.
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3.1.3.2. Estabilidad y capacidad antioxidante del pigmento (antocianina)
de P. nigra en diferentes soluciones extractivas

Las antocianinas, son un grupo de flavonoides hidréfilos, colorantes naturales,
responsables de los colores rojo y morado de los cereales, frutos y pétalos
pigmentados. El color es una de las propiedades méas importantes de los alimentos y
bebidas y es la base para su aceptabilidad. La seleccién de una solucidén de
extraccion no téxica para pigmentos alimentarios naturales es un factor importante
en la industria alimentaria. Asi, se utilizaron etanol y agua para extraer los
pigmentos de harina de vainas de algarrobo. Como lo informamos anteriormente en
esta seccion, el contenido de antocianinas de P. nigra fue mayor que en la harina de
P. alba (Tabla 8). Por esta razdn se selecciono la harina de P. nigra para encontrar
el medio adecuado para eficientizar la extraccion de antocianinas. Se realizaron
diferentes experimentos con medios de extraccion, agua pura, etanol y etanol agua
acidificados y sin acidificar. En general, la extraccién de antocianina fue mayor con
solvente acidificados. Esto se puede atribuir principalmente a la disminucién del pH
a un nivel en el que la absorbancia de las antocianinas es maxima, el acido estabiliza
los pigmentos. El etanol solo o acidificado no resultd adecuado como solvente de
extraccion, ya que se requiere una cantidad minima de agua (con y sin acido) para la
extraccion de la antocianina hidrofila. La estabilidad de la antocianina en los
diferentes medios de extraccion se evalud durante 3 meses (Tabla 4). En todas las
condiciones se observo una disminucién del contenido de antocianinas después del
almacenamiento durante los tres meses, pero las antocianinas fueron mas estables en

medios acidificados que en otros sistemas de solventes.

127



Tabla 8. Estabilidad de las antocianinas extraidas de P. nigra en diferentes medios de

extraccion.

Medio extractivo = Antocianinas (QEC3G/1009)
To T3

H20 12,44+0,20% 0,91+0,102

H2O/H* 13,98+0,20° 12,41+0,30

EtOH 0 0

EtOH/H" 0 0

H>O/EtOH 18,13+0,30° 8,00+0,10°

H.O/H*/EtOH 12,08+0,202 10,74+0,20°

MeOH/H* 12,08+0,30% 8,00+0,10P

Los valores se reportan como la media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna
muestran diferencias significativas entre cada grupo tratado, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

Con respecto a la capacidad de depuracién de ABTS™, la actividad se determind a
pH5y 7. A pH 1,0, las antocianinas se encuentran predominantemente en la forma
cationica de flavilo, mientras que la proporcion de esta forma disminuye
significativamente a pH 3,0 y practicamente desaparecen a pH 5,0. De hecho, a pH
5,0 la ausencia de bandas de absorcion en el espectro visible indica que las
antocianinas presentes en el extracto funcional estan principalmente en las formas
incoloras de hemiacetales y/o chalconas. El extracto obtenido con agua acidificada
(CDsy = 1,2 pg EC3G/mL) resultd6 mas activo como antioxidante que el
etanol/agua/H* y etanol/H* (CDso = 7,4 y 8,3 ug EC3G/mL, respectivamente). La
actividad antioxidante del extracto acuoso acidificado fue similar a la del extracto
metanolico/H* (Tabla 9). Teniendo en cuenta la facil extraccion de pigmentos de la
harina de P. nigra y su estabilidad en el sistema acuoso e hidroalcoholico acidulado
durante el almacenamiento, asi como sus propiedades bioldgicas, el extracto rico en
antocianinas podria afiadirse a sistemas alimentarios como antioxidantes y

colorantes.

128



Tabla 9. Actividad antioxidante de antocianinas de P. nigra frente a ABTSe+

Medio ABTS™
extractivo (CDso= pug EC3G/mL)
H2O/H* 1,2+0,5°
EtOH/H* 83+05°
H20/H*/EtOH 74+0,5°
MeOH/H* 1,5+0,5°

CDso concentracion depuradora del 50% de ABTS™ expresados como equivalentes de Cianidina-3-
glucosido por mL (ug EC3G/mL). Los valores se expresan como la media + desviacion estandar de
triplicados. Diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas entre cada grupo
tratado, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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3.1.4. Conclusiones parciales

e Las harinas obtenidas de vainas maduras de P. alba y de P. nigra
evidenciaron la presencia de flavonoides O- y C-glicésidos de quercetina y
apigenina, identificAndose entre estos Ultimos Schaftésido, Isoschaftésido,
Vicenina, Vitexina e Isovitexina. La composicion fitoquimica fue diferente
entre especies, pero la composicion quimica entre las muestras de la misma

especie resulto similar.

e El color oscuro de las vainas algarrobo de P. nigra estd directamente
relacionado con el contenido del pigmento fendlico antocianina, reportado por

primera vez en esta tesis para vainas de especies de Prosopis.

e Los fitoquimicos fendlicos, tanto libres como ligados, resultaron activos
como antioxidantes, antiinflamatorios e inhibidores de enzimas asociadas al

sindrome metabolico.
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PARTE Il

En vistas a la profundizacion de los estudios en composicion quimica y funcional de
estas dos especies arboreas tan relevantes para nuestra region, y, dada la similitud
de perfiles quimicos intra-especie, asi como la similitud en sus actividades
bioldgicas entre individuos de una misma especie, se decidié conformar pooles de
muestras de individuos de P. alba y otro pool de P. nigra. Los resultados se

presentan a continuacion.

Objetivo: Realizar la caracterizacion nutricional y quimica y la evaluacion de las
actividades bioldgicas de muestras de mezclas de vainas de P. alba o de P. nigra sin

tener en cuenta el individuo.
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3.11.1. Composicion fitoquimica

3.11.1.1. Macronutrientes, composicion de aminoacidos y composicion
mineral

3.11.1.1.1. Carbohidratos

Los carbohidratos totales (76,66 y 77,12%) fueron el componente principal de la
harina fina de mesocarpo de P. alba y P. nigra. Las harinas exhibieron mayor
contenido en carbohidratos que los extractos acuosos y etanolicos obtenidos a partir
de harina de vaina de P. alba y P. nigra (52,08+0,09 y 12,56%0,10; 46,37+0,08 y
7,51+£0,09 ¢g/g100 de harina de vaina, respectivamente) (Cardozo et al., 2010).
También resultaron valores superiores a los de harina de cotiledon de P. alba
(8,97+0,05 g/g100) (Cattaneo et al., 2016). El azucar soluble principal en P. alba y
P. nigra fue la sacarosa, 70,62+1,96 y 30,35 + 0,02, respectivamente (Tabla 10). En
trabajos previos se informaron valores de 44% de sacarosa en harina de pulpa de P.
alba de Formosa (Sciammaro, Ferrero, & Puppo, 2016). El contenido de glucosa
resultd bajo en ambas especies, coincidentemente con datos conocidos para
extractos alcoholicos de harina de pulpa de P. alba (Cardozo et al., 2010). La harina
fina de mesocarpo de algarrobo blanco y algarrobo negro contiene niveles bajos de
almidon digerible (AS=1,24 y 0,25%, respectivamente) y almidon resistente
(AR=1,22 y 0,09%, respectivamente) en comparacion con la harina de trigo que
presenta un alto contenido de almidon (aproximadamente 60-80% de almidon total y
30-40% de AR), (Swieca, Dziki, & Gawlik-Dziki, 2017). El almidon resistente es la
proporcion de almidon que no se hidroliza en el intestino delgado y es parcial o
totalmente fermentada en el intestino grueso. En consecuencia, la velocidad de
liberacion de glucosa del almidon y la sacarosa (el azlcar soluble mayoritario) de

harina de algarrobos en el torrente sanguineo seria lenta, lo que produciria
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respuestas postprandiales glicémicas e insulinémicas bajas, en comparacion con los

cereales.

Tabla 10. Composicion proximal de semolina de P. alba y P. nigra.

MACRONUTRIENTES

Prosopis alba

Prosopis nigra

Carbohidratos totales
Azucares solubles totales

Azucares reductores

Glucosa
Fructosa

Sacarosa

Almiddn digerible
Almidoén resistente

Proteinas totales

Lipidos
Fibras
Cenizas
Humedad
Minerales
Na

Ca

Fe

Mg

K

76,660,242
20,24+2,15¢
2,93+0,12-
0,12+0,01-
10,31+6,59
70,62+1,96°
1,24+0,03-
1,22+0,04-
3,39+0,20°
1,69+0,14»
10,05+0,81>
8,10+0,12-
38,57+1,022
17,19+0,02
0,11+0,022
1,10+0,10¢
0,04+0,00°
0,53+0,00°"
15,40+0,10°

77,12+0,80
9,90+0,82°
2,37+0,082
0,12+0,01-
5,28+0,35°

o

30,35%2,79
0,25+0,03®
0,09+0,02°
7,500,202
3,44+0,152
6,34+0,19°
5,61+0,052

)

39,70+0,27

o

20,47+0,03
0,08+0,01
0,88+0,03=
0,04+0,00°
1,17+0,01-
18,30+0,20-

Valores expresados como g/100 g harina (excepto minerales que se encuentran expresados en mg/g).
Carbohidratos totales = 100 — peso en gramos de [proteina + grasa + cenizas + humedad + fibra]. Diferentes
letras en la misma linea muestran diferencias significativas de contenido de fitoquimicos entre ambas
especies, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Por otra parte, la harina fina de ambos Prosopis podria considerarse una "fuente de
fibra", ya que su contenido supera los 3 g/100g de harina (Tabla 10). El contenido
de fibra de harina de mesocarpo de P. alba es similar al informado para harina de
cotiledéon de la misma especie (Cattaneo et al., 2016). Las legumbres se han
sugerido como alimentos dietéticos para pacientes diabéticos durante mucho tiempo
debido a su alto contenido de fibra (Peng et al., 2008). El alto contenido de fibra,
desde el punto de vista nutricional, convierte estas harinas en ingredientes

potenciales para formulaciones de productos de panaderia ricos en fibra.

3.11.1.1.2. Proteinas

El contenido de proteina bruta en P. alba y P. nigra (3,39 y 7,5%) fue inferior al
informado para harina de P. nigra procedente de Bolivia (11,33 ¢g/100g materia
seca) (Gonzales Galan, DuarteCorréa, De Abreu, & Piccolo Barcelos, 2008) e
inferior al de la harina de cotiledon de P. alba procedente de la misma region
fitogeografica que las muestras en estudio en este trabajo de Tesis Doctoral (62,09 +
6,21 g/100g) (Tabla 10). Las proteinas de harina de mesocarpo de P. alba y P. nigra
contienen bajos valores de aminoacidos si los comparamos al valor determinado
para cada uno de ellos en harina de semilla de P. alba o de harinas comerciales de
soja o de trigo (Tabla 11). Esto indicaria la necesidad de procesar la vaina entera
(con semilla) del algarrobo para la obtencidn de la harina ya que asi se lograria un
producto que no solo tenga un alto valor energético sino también un elevado

contenido de aminoacidos esenciales.

3.11.1.1.3. Lipidos

La harina fina de algarrobos de Amaicha del Valle, Tucuman presentd un bajo
contenido de lipidos (Tabla 10), similar a la harina de pericarpo de P. alba de
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Formosa (Sciammaro et al., 2016) e inferior a la de cotiledon de la misma especie
recolectado en Tucuman (12,20 £ 0,05 g/100g) (Cattaneo et al., 2016).

Tabla 11. Contenido de amino&cidos de semolina de P. albay P. nigra

Aminoéacidos Semolina | Semolina 2Harina de PSoja ®Trigo
(9/100 g proteina)  de P.alba de P. cotiledon
nigra de P. alba

AA Indispensables

Arg 0,11 0,24 14,52 3,97 1,43
His 0,11 0,18 3,47 1,44 0,79
lle 0,10 0,16 2,55 2,43 1,74
Leu 0,22 0,36 7,40 4,09 6,6
Lys 0,16 0,30 4,41 3,31 1,00
Met 0,01 0,02 0,81 0,73 0,79
Phe 0,30 0,18 4,11 2,72 1,58
Thr 0,07 0,08 1,77 2,13 1,34
Tyr 0,18 0,34 3,32 3,60 0,81
Trp <LD <LD 0,66 0,74 <LD
Val 0,15 0,32 7,07 2,55 2,20
AA Dispensable

Cys 0,06 0,10 1,47 0,80 0,70
Ala 0,15 0,35 4,48 2,33 2,08
Asp 0,52 2,27 9,44 6,20 2,23
Glu 0,34 0,56 18,49 9,76 11,7
Gly 0,16 0,25 4,44 2,30 2,70
Ser 0,24 0,42 5,80 2,73 2,17
Orn <LD <LD 0,35

Pro 0,46 1,28 5,40 2,75 15,00

aHarina de cotileddn de P. alba (Cattaneo et al., 2016) y "harinas de soja y trigo (FAO, 2011). Valores
expresados como g/100 g harina. < LD menor del limite de deteccién

3.11.1.1.4. Cenizas y minerales

El contenido de cenizas para las harinas de P. alba y P. nigra fue de 8,10 y 5,61%,

respectivamente. Entre los principales minerales determinados se destaca el potasio
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(1540+10 y 1830+20 mg/100g de harina) en ambos casos, seguido de magnesio
(117£1 mg/100g de harina) y calcio (88+3 mg/100g de harina) en harina de P. nigra
y calcio (110+1 mg/100g de harina) y magnesio (5320 mg/100g de harina) en harina
de P. alba (Tabla 10). Las harinas resultaron altas en K, pero bajas en Na. Una alta
relacion K/Na hace interesante la harina Prosopis para dietas con un balance
electrolitico definido. El alto contenido de K podria ser utilizado beneficiosamente
en las dietas de las personas que toman diuréticos para controlar la hipertension. El
contenido de Fe fue de 4+0 mg/100g de harina. La ingesta de estas harinas
contribuiria significativamente al suministro de minerales importantes a la salud

humana.
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3.11.1.2. Metabolitos secundarios

3.11.1.2.1. Compuestos fendlicos

El contenido de polifenoles libres totales de harina fina de P. alba y P. nigra (180+2
y 0,45+004 g EAG/100g de harina) fue similar a los valores encontrados para las
muestras individuales descriptas en la Parte | de este trabajo de Tesis, y similar a lo
informado para extractos etandlicos de harina de vaina de P. nigra y P. alba
(Cardozo et al., 2010) y, ademas, superior al informado para harina de trigo blanco
(4,4-14 mg EAG/100g de harina) (Hung et al., 2009). El contenido de polifenoles de
semolina de algarrobos es inferior al de otros frutos nativos argentinos como
Ziziphus mistol (0,79+0,03 g EAG/100g PS) (Cardozo et al., 2010) y Geoffroea
decorticans (1,24+0,03 g EAG/100g PS) (Costamagna et al., 2013). Los flavonoides
fueron los principales compuestos fendlicos libres presentes en semolina de
algarrobo (Tabla 12). En la primera parte de este trabajo de Tesis Doctoral
describimos que las harinas de ambos algarrobos presentaban en su composicion
quimica principalmente flavonoides C-glicosidos de apigenina. Para reconfirmar
estos resultados en el pool de harinas semolinas se realizaron estudios de perfiles
cromatograficos y cuantificacion de los principales C-glicésidos de apigenina. Se
identificaron y cuantificaron en semolina de Prosopis alba cuatro C-glicosidos
basados en apigenina: apigenina-6, 8-di-C-D-glucopiranosido (Vicenina |I:
1,07+£0,03 pg/mg de extracto seco); Apigenina-C-hexosido-C-pentdsido
(Schaftosido: 0,42+0,03 pg/mg de extracto seco), Apigenina-6-C-glucosido
(Isovitexina: 0,60+0,04 pg/mg de extracto seco) Yy Apigenina 8-C-glucosido
(Vitexina: 0,91+0,08 pg/mg) mientras que en P.nigra se identificaron Vicenina Il
(0,34+0,01 pg/mg de extracto seco), Isovitexina (0,80 pg/mg de extracto seco),
Schaftésido (0,24+0,00 pg/mg de extracto seco), Isoschaftésido (0,27+0,01 pg/mg

de extracto seco) (Tabla 13). Los flavonoides C-glucosidos como la Vicenina I,
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Schaftdsido e Isoschaftdsido también estan presentes en cereales como el trigo y el

arroz tanto libres como esterificados con &cido ferulico o sinapico.

Tabla 12. Contenido de metabolitos secundarios en harinas de vainas maduras de P. alba y P.

nigra.
FITOQUIMICOS PA PN
Fendlicos libres 0,18+0,02° 0,45+0,04 =
Fendlicos ligados 0,17+0,00- 0,09+0,00°®
Flavonoides 0,35+0,00° 0,69+0,07 =
Taninos condensados 0,07+0,00- 0,03+0,00-
Tanninos hidrolizables <DL < DL
Antocianinas <DL 47,47+0,53
Acido ascorbico 86,36+13,61- 75,76+1,97=
Carotenoides 8,57+0,05+ 3,07+0,05¢
Alcaloides 0,03+0,00- 0,02+0,00+

Valores expresados como: Fenolicos libres (g EAG/100 g harina), Fendlicos ligados (g EAG/100 g
harina), Flavonoides (g EQ/100 g harina), Taninos condensados (g EPB2/ 100g harina), Taninos
hidrolizables (g EAG/100 g), Antocianinas (g EC3G/100 g harina), Acido ascorbico (mg L-AA/100 g
harina), Carotenoides (mg EB-C/100g harina), Alcaloides (g ECA/100 g harina). DL: por debajo del
limite de deteccion. Diferentes letras en la misma linea muestran diferencias significativas entre cada

grupo tratado, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

Estos compuestos podrian contribuir al color amarillo de las harinas en medio
alcalino, por lo que podrian usarse en pastas para reemplazar colorantes sintéticos
y ademas, tienen posibles funciones en salud humana (Wijaya & Mares, 2012).
Los flavonoides C-glucosidos han demostrado actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antiplaquetaria, anticancer, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), actividad hipoglucémica, entre otros (Courts
& Williamson, 2015; Chen et al., 2014; Liao & Lin, 2015; Xiao, Capanoglu,
Jassbi, & Miron, 2016). Ademas, se absorben rapidamente después de la
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administracion oral y se distribuyen por plasma en diferentes tejidos sin sufrir
procesos de deglicosilacion a diferencia de lo que sucede con los O-glicosil
flavonoides (Courts & Williamson, 2015) (Figura 24). Los perfiles obtenidos por
cromatografia en capa fina y los de HPLC-DAD se exhiben en las Figuras 25 y
26.

Flavonoides Movimiento de flavonoides C glicosilados Flavonoides

Movimiento de agliconas

C gliCOSiladOS Estadode glicésidosstales o gliCOSiladOS

VN Cavid a:

bucal

Estomago . S
& Circulacion

sistémica

Intestino
delgado

Figura 24. Representacion esquematica comparativa de la farmacocinética in vivo de C y O
glicésidos de flavonoides. El ligamiento C-glicosilo resiste los mecanismos de hidrolisis en el
tracto gastrointestinasl medio y superior y durante el procesamiento hepatico, resultando la
presencia de C-glicosil flavonoides en la orina humana.

Otros compuestos fendlicos importantes detectados en la harina fina del mesocarpo
de P. nigra fueron los pigmentos antocianinas (Tabla 10). En comparacién con
alimentos ricos en antocianinas, como los ardndanos (contenido de antocianinas 1,3-
3,8 mg/g peso fresco) y maiz purpura (6,8-82,3 mg/g harina), la harina de algarrobo
negro tiene mayor nivel de antocianinas (He et al., 2016; Lao & Giusti, 2017). En
los ensayos de identificacién que se muestran en la Parte | de esta tesis informamos

en la harina de pericarpio de P. nigra la presencia de Cianidina ramnosil hexdsido,
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Cianidina-3-hexosido; Peonidina-3-hexésido; Malvidina dihexdsido; Cianidina
malonil hexdxido; Petunidina-3-hexésido; Malvidina ramosil hexdsido y Malvidina-

3-hexosido y también demostramos la capacidad antioxidante de estos compuestos.

AC AS NC NS AC AS NC NS AC AS NC NS AL NL AL NL AL NL
I 1| 10| r I’ nr

Figura 26. Cromatografia en capa fina de extractos de compuestos fendlicos libres (C), ricos en
compuestos fenolicos libres (S) y extractos ricos en compuestos fenolicos ligados (L) de P. alba
(A) y P. nigra (N). La fase movil empleada consistié en: Acetato de etilo/ Ac. Formico/ Ac.
Acético/ H,O (100/11/11/27) para los compuestos fendlicos libres y Cloroformo/ Metanol/ H*
(9/1/ é4cido acético) en el caso de los compuestos fenolicos ligados. La concentracion de siembra
fue de 10ng EAG. Se muestran las placas de silica gel sin revelado quimico a 254nm (I'y I’) y
365nm (I y II’), y con revelado quimico a 365nm (111 y I1I’).

Figura 25. Cromatogramas HPLC-DAD (280 nm). AC= Extracto polifendlico crudo de P. alba;
AS= Extracto rico en polifenoles de P. alba; AL= Extracto de compuestos fenolicos ligados de P.
alba; NC= Extracto polifendlico crudo de P. nigra; NS= Extracto rico en polifenoles de P. nigra;
NL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. nigra.
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Recientemente se demostrd que el maiz purpura, rico con cianidina-3-glucésido
reduce la adiposidad visceral, la masa grasa corporal y la presion arterial, mejora la
tolerancia a la glucosa, y la funcidon cardiovascular, disminuye los trigliceridos
plasmaticos y el colesterol total en comparacién con las ratas control (Bhaswant,
Shafie, Mathai, Mouatt, & Brown, 2016). La presion del mercado provocada por los
cambios en la legislacién y las preferencias de los consumidores han requerido que
los alimentos se formulen con ingredientes mas naturales. EI uso de pigmentos
naturales como colorantes alimentarios esta recibiendo un creciente interes tanto de
los fabricantes de alimentos como por los consumidores (Shahid, Shahid-Ul-Islam,
& Mohammad, 2013), de alli el potencial que pueden tener estas matrices vegetales

como fuente de pigmentos hidrosolubles con beneficio para la salud.

El contenido de compuestos fenolicos ligados en harinas de P. nigra fue menor que
el contenido de compuestos fendlicos libres y en el caso de harina de P. alba el
contenido de ambos tipos de compuestos fueron similares. Los tres componentes
principales identificados en el extracto de polifenoles ligados de P. nigra fueron el
acido protocatéquico (0,33+0,00 pg/mg de extracto seco), acido ferulico (4,47+0,33
ug/mg de extracto seco) y acido cumarico (8,16+0,63 pg/mg de extracto seco),
mientras que en P. alba se identificaron dos flavonoides C-glicésidos (vitexina,
isovitexina) y un &cido fenilpropanoide (acido cumarico) (Tabla 13). En la harina de
trigo se identificé como principal compuesto fendlico ligado el acido feralico (33,7-
625 ng/g de harina), (Lv et al., 2012; Moore et al., 2005). Los compuestos fendlicos
unidos a los componentes de la pared celular se consideraron saludables porque
pueden escapar de la digestion gastrointestinal superior. Algunos autores sugirieron
que estos compuestos fendlicos son hidrolizados de su macromolécula unida por
enzimas intestinales microbianas (Andreasen, Kroon, Williamson, & Garcia-
Conesa, 2001) y en el tracto digestivo pueden tener efecto contra el cancer de colon
y otras enfermedades crénicas (Min, Gu, McClung, Bergman, & Chen, 2012; Ti et
al., 2014; Tourifio et al., 2011).
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En cuanto a los niveles de taninos tanto condensados como hidrolizables resultaron

bajos 0 no detectables (Tabla 12).

3.11.1.2.2. Acido ascorbico, carotenoides y alcaloides

El contenido de acido ascorbico fue superior al obtenido para harina de cotiledén de
P. alba. Segun la OMS los requerimientos diarios de vitamina C son de 0,05 g/dia.
Las frutas y las verduras frescas contienen alrededor de 0,02-0,09 g de vitamina
C/100g (limén=40 mg/100 g, naranja=50 mg/ 100 g, frutillas=60 mg/100 g, kiwi=90
mg/100 g). Las harinas de algarrobos de Tucuman tienen valores similares al kiwi,

un alimento muy rico en este compuesto (Tabla 12).

El contenido de carotenoides de P. alba fue similar al de harina de cotiledén de la
misma especie (10,55 mg B-CE/100g harina) (Cattaneo et al., 2016) y un poco

inferior en el caso de P. nigra (Tabla 12).

Los resultados obtenidos para las extracciones diferenciales de alcaloides a partir de
la harina de los pooles arrojaron los siguientes datos: 0,03+0,00 y 0,02+0,00 g

ECA/100 g harina (P. alba y P. nigra, respectivamente).
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Tabla 13. Compuestos fendlicos cuantificados por HPLC-DAD en los extractos polifendlicos libres y ligados de Prosopis alba y Prosopis
nigra.

Glicosidos de Apigenina Acidos fenolicos
Vicenina Il | Schaftésido  Vitexina Isoschaftosido | Isovitexina @ Ac. Ac. Ac.
Protocatéquico = Cumarico @ Ferulico
Prosopis alba (mg/g)
Fendlicos | 1,07+0,03 0,42+0,03 | 0,91+0,08 0,60+0,04
libres
Fendlicos 89,90+2,37 73,04+6,90 3,73+£0,00
ligados
Prosopis nigra (mg/qg)
Fendlicos | 0,34+0,01 | 0,24+0,00 0,27+0,00 0,80+0,00
libres
Fendlicos 0,33+0,00 8,17+0,63 4,47+0,33
ligados
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3.11.2. Actividades biologicas

3.11.2.1. Actividad antioxidante in vitro

Durante el metabolismo aerdbico, se producen como subproductos especies
reactivas de oxigeno (ERO), tales como radicales superéxido (O2), hidroxilo
(HO") y especies no radicalarias como peroxido de hidrogeno (H,0O,). Aunque el
perdxido de hidrogeno en si no es muy reactivo, puede difundir a través de las
membranas biologicas y generar el HO" altamente reactivo. EI HO® podria actuar
sobre lipidos, proteinas, acido nucleicos y azlcares, y producir alteraciones que
desencadenan un proceso de estrés oxidativo. Por lo tanto, la eliminacion de
peréxido de hidrogeno y HO" es de vital importancia para evitar enfermedades
asociadas al estrés oxidativo. Todos los extractos resultaron activos como
depuradores de ABTS™"; H,O,, HO" con valores de CDsg entre 1,00 y 23,5 pg
EAG/mL, destacandose la actividad contra el HO® en AC, AL, NC y NL (Tabla
14). La capacidad de eliminacion de aniones superoxido de todos los extractos
fue menor que otras especies reactivas al oxigeno. Sin embargo, todos los
extractos inhibieron la enzima xantina oxidasa a bajas concentraciones y, en
consecuencia, inhibieron eficientemente la generacion de anién superdxido
(excepto en el caso de AC y AL, en los cuales se llegd a una Clz y Clsy,
respectivamente). Se observo una relacion dosis-respuesta entre el porcentaje de
actividad depuradora de radicales libres y el contenido de compuestos fenolicos.
En el ensayo de proteccion contra lipoperoxidacion los valores de CDsg
estuvieron comprendidos entre 4,5-30,2 ug EAG/mL (excepto en el caso de AC
y AL, 178,3 y 86,8, respectivamente). Estos resultados indicarian que los
polifenoles estan actuando como antioxidantes primarios y secundarios o
preventivos, en el primer caso transfieren electrones o hidrogenos para romper la
cadena de oxidacion y descomponen hidroperoxidos y/o depuran especies

reactivas de oxigeno (Losada-Barreiro & Bravo-Diaz, 2017). La fuerte actividad
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antioxidante demostrada para estos extractos se justifica por la presencia en los
extractos polifendlicos de ambas harinas de algarrobo de C-glucdsidos de
flavonoides y de acidos fenolicos de reconocida potencia antioxidante (Courts &
Williamson, 2015; Chen et al., 2014; Liao & Lin, 2015; Xiao, Capanoglu,
Jassbi, & Miron, 2016). Estos resultados indicarian que las harinas de algarrobo
y sus extractos polifenolicos podrian utilizarse como ingredientes funcionales o

nutracéuticos que ayuden a mejorar el estado oxidativo de una persona.
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Tabla 14. Actividad antioxidante de extractos ricos en compuestos fenolicos libres y ligados de Prosopis alba y P. nigra.

P. alba P. nigra
AC AS AL NC NS NL Compuesto de
referencia

ABTS** 15,00+0,00% 4,50+0,35° 12,50+0,35% 17,000,428 16,00+1.418 23,50+3,54%  1,30+0,18?
H202 10,00+0,00° 22,14+0.212 3,90+0,28° 12,80+2,268 17,15+0.35* 8,25+0,35°¢ 13,90+0,00¢
OH* 6,00+0,00° 20,000,302 1,00+0,00°¢ 6,00+0,00¢ 16,00+0,40% 9,000,408 30,00+2.81
Oz 126,00+3,122 122+3,36° 32,00+0,98° 140,00+2,004  93,00+2,028 57,00£3,74°  60,50+4,70°
XO Cl30=0,29+0,00 0,78+0,04% Clz=2,5240,00  4,25+0,06° 1,40+0,044 4,80+0,07° 2,00+0,074
NO 12,00+0,40° 31,00+1,70° 71,00+3,80? 7,00+0,60¢ 74,00+4,10% 26,00+2,30®8  37,19+0,338
p-Caroteno 4,50+0,80° 178,30+0,00? 30,20+0,00° 14,25+1,458 86,80+13,20"  24,05+0,158  18,00+1,41B

Se utiliz6 como compuesto de referencia el acido ascdrbico para la depuracién de dxido nitrico y quercetina para el resto de las técnicas. Los valores se
expresaron como Clso (ug EAG/mL) y CDso (ug EAG/mL). AC= Extracto polifendlico crudo de P. alba; AS= Extracto rico en polifenoles libres de P. alba;
AL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. alba; NC= Extracto polifendlico crudo de P. nigra; NS= Extracto rico en polifenoles libres de P. nigra;
NL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. nigra. Diferentes letras en la misma linea muestran diferencias significativas entre cada grupo tratado,
letras minusculas para P. alba y letras mayusculas para P. nigra segtn la prueba de Tukey (P < 0,05).
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3.11.2.1.2. Efecto de los extractos polifenélicos sobre la actividad
inhibidora de enzimas relacionadas con la inflamacion

La inhibicién de las actividades de enzimas proinflamatoria (LOX, COX-2 y
SPLA?2) representa el principal tratamiento para muchas enfermedades
inflamatorias (D’Almeida et al., 2013).

La actividad sPLA2 se vio afectada por los extractos de polifenoles libres de P.
alba (96% y 76% con 25 ug EAG /mL). Siendo la primera enzima de la via del
AA, la inhibicion de su actividad por los polifenoles libres de P. alba reducirian
la produccion de AA que podria ser convertido en eicosanoide por COX 'y LOX.
Los polifenoles ligados extraidos de P. alba, a la misma concentracion, solo
inhibe su actividad en un 25% la actividad de sPLA2. Un efecto inhibitorio

menor se observo para los extractos polifendlicos libres y ligados de P. nigra.

Los compuestos fenolicos libres y ligados tanto de P. alba como de P. nigra
fueron capaces de inhibir la actividad de LOX de una manera dependiente de la
concentracion, resultando el mas activo el extracto rico en compuestos fenolicos
libres de P. alba (CDsp de 21,50+0,71 pg EAG/mL) (Tabla 15). Cuando se
analizo la actividad de los compuestos presentes en los extractos por separado se
evidencid una potencia semejante en el isochaftésido (CDso de 36,25 + 1,77 g
EAG/mL) mientras que schaftdsido y la isovitexina presentaron una potencia
inferior (CDsp de 65,00+7,07 y 62,50£2,12 ug EAG/mL, respectivamente).
Vicenina y Vitexina no fueron activas hasta los 200 ug EAG/mL. En cuanto a
los acidos fendlicos el acido protocatéquico presenté mayor potencia seguido del
ferulico, cumarico y cinamico (60,00+7,00; 84,00£9,10; 103,00£3,54 vy
137,00£14,14 pug EAC/mL, respectivamente).

Los extractos polifenolicos de ambas especies fueron capaces de inhibir el 50%
de la actividad COX-2 con baja concentracion de compuestos fenélicos 0,5 a 2,0

ng EAG/mL mostrando una gran potencia inhibitoria semejante a la de
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antiinflamatorios comerciales como nimesulida. Los extractos de P. nigra
fueron mas activos que los de P. alba. Los extractos crudos y ricos en
polifenoles libres y los extractos ricos en polifenoles ligados fueron mas eficaces
para inhibir a la enzima COX-2 que a las enzimas sPLA2 y LOX. Se ha
informado en trabajos previos que la Vicenina Il, y en menor medida Vitexina y
Schaftésido inhiben la expresion de COX-2 (Courts & Williamson, 2015). Los
estudios de relacidn estructura-actividad de C glicosil flavonoides indican que 1)
la glicosilacion en el anillo A mejora la actividad antiinflamatoria, 2) la
metoxilacion reduce la actividad 3) son mas activas que las flavonas O
glicosiladas (Xiao et al., 2016). Si bien hay informes del efecto de C glicosidos
aislados sobre COX-2 no habia informes previos a este trabajo de Tesis Doctoral
acerca del efecto de los flavonoides C glicésidos sobre la actividad de estos

compuestos sobre otras enzimas proinflamatorias como por ejemplo LOX.
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Tabla 15. Actividad inhibitoria de las enzimas proinflamatorias de extractos de

compuestos fendlicos libres y ligados de Prosopis alba y P. nigra.

Enzimas proinflamatorias

Muestras LOX COX-2 SPLA:
% inhibicion
(ug EAG/mL) (25 pg EAG/mL)
P. alba AC 78,00+4,24° 1,00+0,05° 96,00+5,00°
AS 21,50+0,712 2,00+0,10° 76,00+5,00¢
AL 345,00+2,83f 2,00+0,10°¢ 25,00+5,00P
P. nigra NC 199,00+5,66° 0,50+0,05? 0,00+0,00
NS 309,00+4,24¢ 1,00+0,05° 55,0045,00°¢
NL 267,50+1,78¢ 1,00+0,05° 12,00+5,00°
Compuesto de Naproxeno Nimesulida Acido
referencia acetilsalicilico
Clso 14,00 +0,50? 0,39+0,02? 65,00+ 5,00°
(Hg/mL)

Los valores se expresaron como Clso (ug EAG/mL). AC= Extracto polifendlico crudo de P. alba; AS=
Extracto rico en polifenoles de P. alba; AL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. alba;
NC= Extracto polifenélico crudo de P. nigra; NS= Extracto rico en polifenoles de P. nigra; NL=
Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. nigra. Diferentes letras en la misma columna muestran
diferencias significativas entre cada grupo tratado, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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3.11.2.1.3. Efecto de los extractos sobre enzimas implicadas en el
desarrollo del sindrome metabdlico

Se analizo el efecto de los compuestos fendlicos libres y ligados sobre enzimas
asociadas con el sindrome metabolico, tales como a-glucosidasa, a-amilasa y

lipasa pancreatica.

3.11.2.1.3.1. Inhibicion de a-glucosidasa y a-amilasa

La diabetes mellitus tipo 2 ha sido reconocida como un serio problema de salud
a nivel mundial, que a menudo resulta en una morbilidad y mortalidad
sustancial. La a-glucosidasa es una enzima intracelular que rompe carbohidratos
complejos, ayuda a la absorcion de los carbohidratos, incrementa la glucemia
posprandial y los picos de insulina. Los inhibidores de a-glucosidasa se usan
habitualmente en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Acttian por una
inhibicion reversible de la a-glucosidasa, una enzima presente en el borde del
cepillo del intestino delgado. La inhibicion de las a-glucosidasas intestinales
podria retrasar la digestion y absorcion de carbohidratos y, por consiguiente,

disminuir la hiperglucemia postprandial.

Los extractos ricos en compuestos fenolicos libres fueron los mas activos en
ambas especies. Los extractos de polifenoles libres (vicenina Il, schaftosido,
vitexina e isovitexina) y ligados (vitexina, isovitexina y &cido cumarico) de P.
alba resultaron fuertes inhibidores de a-glucosidasa (Clsp 1,53-5,30 png
EAG/mL), aln méas activos que la acarbosa, un potente inhibidor comercial de
esta enzima; mientras que los polifenoles ligados (&cido protocatéquico,
cumarico y feralico) de P. nigra resultaron los mas activos sobre a-amilasa (Clso

de 70 ug EAG/mL). Para tratar de analizar cual o cuales de los metabolitos
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presentes en los extractos son los responsables del efecto inhibitorio observado

sobre la amilasa se ensayd cada uno por separado.

Los &cidos fendlicos aislados resultaron activos contra la a-amilasa, mientras
que los C-glicosidos no mostraron inhibicion hasta concentraciones superiores a
los 50 pug/mL (Tabla 16).

Tabla 16. Actividad inhibitoria de las enzimas proinflamatorias (e-amilasa, a-glucosidasa y
lipasa pancreatica) de extractos de compuestos fendlicos libres y ligados de harina fina de
mesocarpo de Prosopis alba y P. nigra.

Enzimas relacionadas con el sindrome metabdlico

Muestras a-amilasa a-glucosidasa Lipasa
Clso (ug EAG/mL)
P. alba AC Cl33=112,0045,50° 4,60+0.30° 0,30+0,00?
AS 40,00+2,00° 1,53+0,392 0,50+0,20?
AL Cl32=385,00+9,60 5,30+2,30b 1,80+1,102
P. nigra NC Cl3s=97,00£0,70 4,50+1,00° 37,00+1,40°
NS 30,00+1,10° 22,50+2,50¢ 82,50+0,60¢
NL 70,00+1,302 29,005,60¢ 33,50+4,90°
Acidos Cinamico 72,50+0,802 7,75+£0,35° 15,00+0,00°
fenolicos Cumarico 61,00+0,582 3,15+0,50° 25,00+3,99°
Ferdlico 66,00+0,712 3,50+0,00° 13,00+1,41°
Protocatéquico 76,000,632 5,50+0,00" 8,70+0,57"
C-glicdsidos Schaftésido No inhibe 3,80+0,00° 13,50+0,00°
de Apigenina Isoschaftésido No inhibe 0,52+0,00? 10,50+0,00°
Vicenina Il No inhibe 10,00+0,00° 8,50+0,00°
Vitexina No inhibe No inhibe 8,40+0,30"
Isovitexina No inhibe 0,25+0,022 8,40+0,00°
Compuesto de Acarbosa Acarbosa Orlistat
referencia
1,25+0.11 29,0045,60 6,00+0,02

Los valores se expresaron como Clso (ug EAG/mL). AC= Extracto polifenélico crudo de P. alba; AS=
Extracto rico en polifenoles de P. alba; AL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. alba;
NC= Extracto polifendlico crudo de P. nigra; NS= Extracto rico en polifenoles de P. nigra; NL=
Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. nigra. alba; NC= Extracto polifenélico crudo de P.
nigra; NS= Extracto rico en polifenoles de P. nigra; NL= Extracto de compuestos fendlicos ligados de
P. nigra. Diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas entre cada grupo
tratado, seglin la prueba de Tukey (P < 0,05).

En el caso del efecto sobre la a-glucosidasa los acidos fendlicos inhibieron en un

rango de Clso de 3,15-7,75 pg/mL vy los derivados de apigenina tuvieron una
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potencia inhibitoria mas marcada (0,25-10,00 pg/mL), a excepcion de la

vitexina que no manifesto ningin efecto sobre a-glucosidasa.

Los resultados sugieren que los extractos podrian ser capaces de reducir la

absorcion de glucosa.

Dos de los C-glicosidos presentes en los algarrobos, vitexina e isovitexina
aisladas de hojas de Ficus deltoidea mostraron inhibicion de la a-glucosidasa en
modelos in vivo (Choo, Sulong, Man, & Wong, 2012). La dosis requerida para
reducir la glucemia postprandial fue de 1 mg/Kg de peso de vitexina e
isovitexina (una dosis tres veces menor que de acarbosa) (Figura 27) en ratones
normoglicémicos con una carga de sacarosa, mientras que en ratones diabéticos
con sobrecarga de sacarosa se necesitan 50 mg/Kg de vitexina y 20 mg/Kg de
isovitexina (Choo et al., 2012) . Debido a la presencia de grupos hidroxilos en
posicion 3’ del anillo B, esas C glicosil flavonas tienen mayor potencia

inhibitoria de la a-glucosidasa que la acarbosa (Xiao et al., 2016).

Figura 27. Estructura quimica de flavonoides C glicésidos derivados de apigenina (Vitexina e
Isovitexina) y de acarbosa.
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Se demostré que las actividades, evaluadas por medio de los valores de Clso,
varia como sigue: luteolina > isoorientina > apigenina > isovitexina y orientina
> vitexina (Xiao et al., 2016). La glicosidacion en C-6 y C-8 disminuye la
actividad sobre la enzima a-glucosidasa (Xiao et al., 2016). También se
demostré que estos C glicosidos son capaces de ejercer su efecto antidiabético
por inhibicion de productos finales de glicacién avanzada (AGEs), aldosa
reductasa, y fosfatasa tirosin hidroxilasa, estimulacion de la acumulacion de
glucégeno y activacion de la sefializacion de la insulina. En este sentido, la
harina podria ser un complemento dietético para controlar la hiperglucemia en
pacientes diabéticos. Sin embargo, es necesaria una evaluacion adicional de la
actividad hipoglucémica in vivo para verificar posibles efectos beneficiosos
(Figura 28).

Antiinflamatoria Antioxidante

Acg‘flg“"” FLAVONOIDES Inhibicién de
enzimas

Jdela c
sefalizacion GLICOSILADOS digestivas

de insulina

T Estimulacion de
Inhilzgcé? de almacenaje de
glucégeno

Efectos
hipoglucemiantes

Beneficios multiples
b para la diabetes

Figura 28. Mecanismo antidiabético multiple de las C-glicosil flavonas.
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3.11.2.1.3.2. Lipasa pancreatica

La lipasa pancredtica es una enzima que tiene un papel importante en el
sindrome metabolico, hidroliza los lipidos y libera &cidos grasos de tal manera
que pueden ser absorbidos en el tracto digestivo humano. La inhibicion de la
lipasa pancreatica con inhibidores orales (Orlistat) es el principal tratamiento
prescrito para el control del peso y la obesidad (Birari & Bhutani, 2007).
Aungue tiene un buen efecto en el tratamiento de la obesidad, el uso a largo
plazo puede causar algunos efectos secundarios como heces aceitosas, con
manchas de grasa y sanguinolentas y otros trastornos gastricos. En la actualidad,
el potencial de los productos naturales para el tratamiento de la obesidad se ha
convertido en un tema de investigacion muy importante. Se ha informado que
polifenoles o algunos flavonoides son inhibidores de la lipasa pancreéatica (Shi et
al., 2014). Con el proposito final de encontrar fuentes naturales alternativas para
la prevencion de la obesidad, evaluamos el efecto de los extractos ricos en
fenolicos libres y ligados sobre la actividad de la lipasa. Los fendlicos libres y
ligados de harina de vainas de P. alba resultaron méas potente que los de P. nigra
(0,3-1,8 y 37,0-33,5 ug EAG/mL, respectivamente). La potencia de los fenolicos
de P. alba resultd superior a los reportado para Geoffroea decorticans (4,0 pg
EAG/mL) (Costamagna et al., 2016) y similares al compuesto de referencia
empleado (Orlistat). La actividad inhibidora de los extractos sobre la lipasa
también resulto superior a la reportada para polifenoles de té verde y té blanco
(Gondoin, Grussu, Stewart, & McDougall, 2010). Para analizar cual o cuales de
los compuestos presentes en los extractos son los responsables del efecto
observado se analizé la accion de cada uno de ellos sobre la actividad de la
lipasa. Todos los acidos fenolicos aislados de P. nigra resultaron activos
inhibidores de lipasa con valores de Clsy de 8,7-25,0 pg/mL al igual que los C-

glicosidos gque presentaron valores de Cls de 8,4-13,5 (Tabla 16). Para el Gnico
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compuesto que ya existian informes previos de actividad hipolipemiante era para
el &cido ferulico. Se demostrd que este acido podria ser efectivo para disminuir
el riesgo de obesidad inducida por la dieta alta en grasas, ya que reduce los
niveles de colesterol sérico y protege contra la lesion hepatica (Williams et al.,
2013; Gonzéalez-Castejon & Rodriguez-Casado, 2011).

3.11.3. Evaluacion de la toxicidad de los extractos de semolina

Hoy en dia, la tendencia en las pruebas de toxicidad es reducir el nimero vy el
sufrimiento de los animales que se sacrifican. Por ello, los micrométodos han
aumentado su popularidad como pruebas de deteccidn preliminares para grandes
cantidades de muestras, lo que permite reducir el tiempo requerido y la cantidad
de animales necesarios.

Para el presente estudio, evaluamos la toxicidad de los extractos obtenidos de
algarrobos en tres niveles celulares: utilizando un organismo procariota para
evaluar la actividad mutagénica (Salmonella typhimurium), una eucariota célula

(lineas celulares humanas) y un organismo complejo (Artemia salina).

3.11.3.1. Toxicidad aguda

Para analizar la toxicidad aguda de los polifenoles de algarrobo se utilizd un
invertebrado marino, Artemia salina, como organismo modelo teniendo en
cuenta que este ensayo es recomendable tanto para estudios de toxicologia como
de ecotoxicologia. La prueba de toxicidad utilizando Artemia salina se ha
utilizado durante décadas como un método de deteccion rapida a escala de
laboratorio. Esta técnica ha demostrado ser altamente ventajosa debido a sus
bajos costos, su buena correlacion con otros métodos de prueba en animales y la

posibilidad de evaluar un gran nimero de muestras al mismo tiempo y en un
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corto periodo de tiempo (Rajeh et al., 2012). Rajeh et al. (2012) realizaron un
estudio comparativo para determinar el nivel de correlacion entre la prueba de A.
salina y la prueba de toxicidad convencional realizada con ratones. Este estudio
les permitio establecer una correlacion numérica entre los dos ensayos. Segun
sus resultados, una CLsp> 25 ug/ ml para la prueba de A. salina se correlaciona
con una CLso in vivo entre 2500 y 8000 mg/ kg, que esta por encima de los
valores establecidos como toxicos segun la OCDE (OCDE, 2001). Los valores
de CLsp obtenido para todos los extractos polifenolicos de algarrobo indican la
ausencia de toxicidad en el ensayo de toxicidad aguda in vivo frente a Artemia
salina (% de letalidad menor al 10%) (Borroto et al., 2011).

3.11.3.2. Mutagenicidad

Las sustancias se definen como carcindgenas si después de la inhalacion, la
ingestion, la aplicacion dérmica o la inyeccion inducen tumores (malignos),
aumentan su incidencia o malignidad, o acortan el tiempo de incidencia de
tumores. Generalmente se acepta que la carcinogénesis es un proceso de
multiples etiologias y de multiples pasos en la transicion de células normales a
celulas cancerosas. Esa secuencia de etapas estd fuertemente influenciada por
factores tales como genetica, edad, dieta, medio ambiente, etc. Dado que la
induccion del cancer implica alteraciones genéticas que pueden ser inducidas
directamente 0 indirectamente, los carcindgenos se han clasificado
convencionalmente en dos categorias segun su modo de accion: carcindgenos
genotdxicos y carcindgenos no genotdxicos. Los primeros tienen la capacidad de
interactuar con ADN y/o el aparato celular y por lo tanto afecta la integridad del
genoma, mientras que los carcindgenos no genotoxicos ejercen sus efectos
carcindgenos a través de otros mecanismos que no implican alteraciones directas
en el ADN. El test de Ames (test de mutacion reversa en Salmonella
tiphimurium) tiene un efecto altamente predictivo de carcinogenicidad
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(alrededor del 80%) a través de mecanismos como mutaciones puntuales,
sustituciones en pares de bases o mutaciones frameschift (Benthem et al., 2010).
Por ello analizamos la potencial mutagenicidad de los polifenoles del algarrobo
por este test con y sin activacion metabdlica. Los extractos polifenolicos libres y
ligados de ambas especies de algarrobos no se comportaron como mutagenos
sobre cepas TA98 ni sobre TA100 hasta una concentracion de 500 pg/placa
presentando en todos los casos una RM < 2 (Tabla 17). Estos resultados son
coincidentes con lo informado para decocciones y extractos etandlicos de vaina
de P. alba y P. nigra (Cardozo et al., 2010). Los resultados obtenidos indicarian
la ausencia de mutagenicidad de los compuestos fenolicos obtenidos de harinas
de algarrobo en el rango de concentraciones en el que presentan actividades

biologicas.
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Tabla 17. Actividad mutagénica de extractos de compuestos fendélicos libres y ligados
de harina fina de mesocarpo de Prosopis alba y P. nigra sobre cepas de Salmonella.

Muestra Mg TA 98 TA98 TA100 TA 100

Iplaca (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+) S9
AC 125 20+0 92+0

250 2215 105+21

500 27+5 40+9 101+1 176+16
AS 125 31+4 102+7

250 267 93+6

500 313 68+14 9414 1756
AL 125 2477 131+11

250 16+7 91+2

500 1546 2716 10948 213+40
NC 125 21+2 102+ 0

250 24 £ 6 104 + 10

500 297 66+10 116%8 223+3
NS 125 2815 89+6

250 3317 1275

500 31+8 58+8 12642 233+13
NL 125 25+ 6 82+11

250 28+ 1 130+ 7

500 27+ 6 52+5 104 +5 20550
Control 1078 + 89 963 + 62
Positivo
Control 23+2 36+19 119+8 200+6
Negativo

AC= Extracto polifendlico crudo de P. alba; AS= Extracto rico en polifenoles de P. alba; AL=
Extracto de compuestos fendlicos ligados de P. alba; NC= Extracto polifenélico crudo de P. nigra;
NS= Extracto rico en polifenoles de P. nigra; NL= Extracto de compuestos fenolicos ligados de P.
nigra.

3.11.3.3. Citotoxicidad

Al igual que en los ensayos con animales de experimentacion, los ensayos de
toxicidad aguda en cultivos de células son 6ptimos en el sentido de que

implican el uso de concentraciones y tiempos de exposicion directamente
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transferibles a la condicion humana en contraste con los ensayos de
mutagenicidad y carcinogenicidad a corto plazo por ello se los utiliza como una
alternativa al uso de animales de laboratorio en investigaciones de toxicidad
(Ekwall, 1983; Ekwall, Silano, Paganuzzi-Stammati, & Zucco, 1990). Por ello
se realizaron ensayos de citotoxicidad sobre cultivo de células de estdmago
humano. Las Cls, de los extractos crudos de polifenoles libres de ambas especies
y el de compuestos fendlicos ligados de P. alba fueron > 500 pug/mL indicando
ausencia de citotoxicidad frente a celulas del epitelio gastrico humano. Los
valores de Clsy fueron semejantes a los valores encontrados previamente para
arrope de algarrobo peruano (1000 pg/mL) con esas mismas lineas celulares
(Quispe et al., 2014).

Cuando los extractos de Prosopis alba se enriquecen en polifenoles libres los
valores de Clso disminuyen a 144,0+8,2 pg/mL y en el caso de extractos de
Prosopis nigra rico en polifenoles libres los valores de Cls, descienden a
168,1+11,0 pg/mL y para el rico en polifenoles ligados 432,2+25,9 ug/mL. Los
resultados obtenidos indicarian la ausencia de citoxicidad de los compuestos
fenolicos obtenidos de harinas de algarrobo en el rango de concentraciones en el
que presentan actividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria e inhibidora

de enzimas del Sindrome metabdlico.
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3.11.4. Conclusiones parciales

La harina semolina de P. alba y P. nigra es un alimento rico en
carbohidratos, fibras y compuestos fenolicos.

El perfil de polifenoles libres muestra el predominio de flavonoides C- y
O-glicosilados y una mayor diversidad quimica en Prosopis nigra que en
Prosopis alba. Se demostro la presencia de flavonoides C-glicosidos los
que podrian utilizarse como marcadores quimicos de Prosopis nigra
(Isoschaftosido y antocianinas) y de Prosopis alba (Vitexina).

El perfil de polifenoles ligados muestra el predominio de acidos fendlicos.
Todos los extractos polifendlicos mostraron buena potencia antioxidante
ejerciendo su efecto a través de diferentes mecanismos comportandose
tanto como antioxidantes primarios como secundarios.

Los extractos de P. alba mostraron mayor potencia antiinflamatoria para
todas las enzimas proinflamatorias indicando que pueden actuar a
diferentes niveles de la cascada de proceso inflamatorio.

Todos los concentrados polifendlicos resultaron activos frente a enzimas
relacionadas al sindrome metabolico, siendo méas potentes frente a lipasa y
a-glucosidasa los provenientes de harina de P. alba. Los de P. nigra
resultaron mas activos frente a la a-amilasa.

Ninguno de los extractos resultd toxico, ni citotdxico ni genotdxico en el

rango de concentraciones en las que presentan actividad bioldgica.
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La harina de algarrobo es rica en carbohidratos, minerales (principalmente
potasio) y fibra cruda. Su contenido lipidico y proteico es bajo.

Las harinas obtenidas de vainas maduras de P. alba y las de P. nigra mostraron
una composiciéon fitoquimica diferente entre especies y similares entre las
muestras de la misma especie. Se identificaron C-glicosidos de apigenina y
acidos fenilpropanoides. Se demostrd que el color oscuro de las vainas de P.
nigra esta directamente relacionado con el contenido de antocianina, pigmento
fenolico hidrosoluble con potencialidades de uso en la industria alimenticia.

Los polifenoles libres y ligados a estructuras celulares, componentes
mayoritarios en estas harinas, resultaron funcionalmente interesantes debido a
que se comportaron como antioxidantes primarios y secundarios, inhibidores de
enzimas proinflamatorias principalmente COX-2, inhibidores de a-glicosidasa,
a-amilasa y lipasa, en consecuencia, podrian controlar la hiperglucemia

postprandial, el metabolismo de las grasas y procesos oxidativos e inflamatorios.

La harina fina de mesocarpo de P. alba y P. nigra podria ser utilizada como
ingrediente funcional y los concentrados de polifenoles obtenidos a partir de las
mismas, como potenciales nutracéuticos.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral agregan valor a esta
especie -una especie que es subutilizada debido, principalmente, al
desconocimiento de sus propiedades quimicas, fisicas y funcionales- y podrian
impulsar su propagacion, conservacion y manejo sustentable en regiones

semidridas y aridas, asi como fomentar la alimentacion saludable e integral.
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Principales aportes de este Trabajo de Tesis
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Alimentos tradicionales

La FAO, en colaboracion con los paises miembros y la comunidad
internacional en su conjunto para el logro de los Objetivos de Desarrollo del
Milenio (ODM), declaré al afio 2010 como el Afio Internacional de la
biodiversidad. Con esta accion, se reconocio que la conservacion y el uso
sostenible de la biodiversidad para la alimentacion y la agricultura juegan un
papel fundamental en la lucha contra el hambre, asegurando al medio ambiente
la sostenibilidad y el aumento de la produccion de alimentos (UNEP, 2005). Un
elemento clave y estratégico para la nacion es la utilizacion sustentable y el
incremento de la utilizacidn de alimentos tradicionales subvalorados y de gran
potencial econdémico. Para promover el uso de plantas nativas es imprescindible
conocer su composicion quimica, especialmente en términos de nutrientes y de
otras sustancias o bioactivos que promueven la salud para darles mayor valor
agregado.

La produccion de frutos nativos, el aprovechamiento de la biodiversidad
en paises como Brasil, Colombia y Ecuador se ha convertido en un tema
estratégico de estado en la busqueda de bioactivos. Los frutos de especies
nativas de la Argentina como P. alba y P. nigra, como se explico en los
diferentes capitulos de este trabajo de Tesis fueron ancestralmente consumidos

por los pobladores locales hasta que como consecuencia de diversos fendmenos
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sociales su consumo disminuy6 a tal punto que las generaciones actuales los
desconocen completamente y en consecuencia su cultivo e industrializacion en
Argentina es escaso. Las especies de Prosopis nativas de Argentina son especies
forestales con caracteristicas adaptativas a condiciones ambientales adversas
tales como sequia, salinidad y temperaturas extremas y con posibilidades de
adecuarse a cambios climaticos futuros, caracteristicas de suma importancia en
el contexto del cambio climético global actual. De alli la necesidad de realizar
una revalorizacion de este recurso natural para su conservacion, propagacion y
aprovechamiento en el territorio nacional ya que se trata de una especie con

amplias potencialidades.
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Principales aportes de este trabajo de investigacion a las
bases de datos de Composicion de Alimentos nacionales y

latinoamericanas y a las Politicas Alimentarias nacionales
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En general los frutos de algarrobo se destacaron por un gran aporte
energeético debido a su alto contenido de carbohidratos y un bajo aporte de
lipidos. De acuerdo con el Reglamento (CE) N° 1924-2006 del Parlamento
Europeo y del Consejo de la Union Europea pueden considerarse como
alimentos de bajo contenido en grasas. Las harinas obtenidas de mesocarpo de
vainas de algarrobo resultaron excelentes fuentes de fibra insoluble (5 a 11 %).
De acuerdo con lo establecido por el Reglamento (CE) N° 1924-2006 del
Parlamento Europeo y del Consejo de la Unidn Europea, puede considerarse a P.
alba y a P. nigra como un alimento con “alto contenido de fibra” (> 6 % fibra).

En general, los frutos secos tienen entre un 13 a 27 % de proteinas con un
relativo valor biologico (propiedades funcionales) que, adecuadamente
combinadas con cereales y legumbres, dan lugar a proteinas completas
equivalentes a las de origen animal. Asi las nueces, pifiones y avellanas tienen
alrededor de un 14% vy las almendras un 20%. Sin embargo, las harinas de
mesocarpo de algarrobo presentaron aportes proteicos (3,39 a 7,50 %) inferiores
a los descriptos para otros frutos secos. En trabajos previos Cattaneo et al., 2014
demostré que las harinas de semillas de estas especies presentan un elevado
contenido de proteinas libres de gluten. Esto indicaria la importancia de obtener
la harina del fruto de algarrobo entero. Cabe destacar que actualmente en el
proceso de fabricacion de harinas de algarrobo se descartan las semillas.

Estos frutos aportan ademas polifenoles (0,18 y 0,45 g/100 g de harina de
algarrobo blanco y negro, respectivamente). Dentro de este grupo de compuestos
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merece destacarse la ausencia de los taninos. Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin
(2008) clasificaron a los frutos de Ecuador en tres grupos de acuerdo con el
contenido de compuestos fendlicos solubles: mayor de 450 mg/100g de fruto
(alto contenido), entre 100 y 450 mg/100g (intermedio) y menor de 100
mg/100g de fruto (bajo contenido). De acuerdo con esta clasificacion los frutos
de algarrobo pueden considerarse frutos con contenido intermedio de
compuestos fenalicos, superior al que presenta la harina de trigo (Hung, Maeda,
Miyatake, & Morita, 2009) y otros frutos secos como Prunus, Phoenix, Picus,
Arachis, Juglans, entre otros (Alu’datt et al., 2017, Mohamed, Cesarettin, Anne,
Mark, & Fereidoon, 2005; Nair, Nagar, & Gupta, 1998; Rufino et al., 2010;
Vijaya Kumar Reddy, Sreeramulu, & Raghunath, 2010). Dado que se considera
que en una dieta saludable el aporte de polifenoles diario debe ser de alrededor
de 1g (Scalbert & Williamson, 2000), es razonable la ingesta de 100 o 200 g
diarios de harina de algarrobo lo que ayudaria a obtener un alto porcentaje de
estos requerimientos. Los concentrados de polifenoles obtenidos de estos frutos
tienen potencial antioxidante, antiinflamatorio e inhibidores de enzimas que
participan del sindrome metabdlico por lo que podriamos aconsejar, no solo la
obtencién de alimentos funcionales que incorporen la harina de algarrobo, sino
el uso de concentrados de polifenoles como nutracéuticos o ingredientes
funcionales.

Este concentrado de polifenoles libres muestra el predominio de

flavonoides C- y O-glicosilados y una mayor diversidad quimica en Prosopis
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nigra que en Prosopis alba. Se demostr6 la presencia de polifenoles del tipo
flavonoides C-glicosidos (Isoschaftosido) y pigmentos fendlicos como las
antocianinas los que podrian utilizarse como marcadores quimicos de Prosopis
nigra. Se demostro que el color negro violdceo de P. nigra se debe a la
presencia de un elevado contenido de antocianinas, pigmento hidrosoluble con
amplias potencialidades de uso en la industria alimenticia. Se proponen en este
Trabajo de Tesis una metodologia de extraccion de este pigmento para mantener
su estabilidad y potencia antioxidante al menos durante tres meses y su potencial
uso como pigmento y conservante natural de alimentos.

En base a lo expuesto previamente, la inclusidn de algarrobo en las bases
de datos nacionales y latinoamericanas representaria un aporte importante para

el uso de estos frutos nativos en la alimentacion.
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