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Sintesis
La presente investigacion aborda € estudio de |as propiedades antioxidantes y neuroprotectoras de un
extracto acuoso dd aga Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) Howe, asi como larelacion de tales
propiedades con los compuestos fendlicos presentes en este producto natura, mediante € uso de
model os experimentales in vitro.

Los resultados mostraron que € extracto acuoso de B. triquetrum contiene moléculas que pueden
unir Fe, atrapar radicdes O, ", OH', DPPH', e inhibir la peroxidacion lipidica espontanea e inducida
quimicamente en homogenados de tgido cerebra de rata. Dentro de |os componentes quimicos con

propiedades antioxidantes conocidas, fue determinado que @ extracto contiene Se, &cido ascorbico,

carotenos y compuestos fendlicos. Se profundizo particularmente en la composicion de compuestos
fendlicos del extracto de B. triquetrum, utilizando una combinacidn de extracciones liquido- liquido,
Cromatografia en Capa Delgada preparativay Cromatografiaen Columna de Amberlite XAD-2. Ello
permitio obtener fracciones del extracto con actividad inhibitoria sobre la peroxidacion lipidica
espontanea en homogenados de tgjido cerebra de rata, en las que seidentificaron y cuantificaron por
Cromatografia Gaseosa, los &cidos fertlico, p-cuméicoy trans-cindmico, que representan € 60% de
los compuestos fendlicos totales del extracto.

La actividad neuroprotectora del extracto y los acidos cinamicos que contiene, fue estudiada en

cdulas inmortdizadas de hipotdamo de ratdn GT1-7 expuestas a diferentes condiciones
experimentales en que se indujo estrés oxidativo. La citotoxicidad producida por HO», la
combinacién de HO, y FeSO4, SIN-1, MeHg y la combinacion de hipoxia quimicay aglucemia en
diferentes condiciones de exposicion, fue significativamente atenuada por laexposicion d extracto de
B. triquetrum y dlo pudo relacionarse, d menos parcidmente, con su contenido ce &cido ferdlico.

Ademas, fue demostrado que los &cidos p-cuméicoy transcinamico no son responsables de los
efectos neuroprotectores observados en neuronas GT1-7 ni incrementan sinérgicamente la actividad
registirada para @ &cido ferdlico. Con relacion a los posbles modos de accion involucrados, fue
demostrado que € efecto neuroprotector del extracto puede o no involucrar la disminucidn en la
produccion de radicales libres, pero no se relaciona con € incremento en las reservas intracelulares de
GSH.
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CAPITULOI: Introduccion

Resulta impresionante d nimero cada vez mayor de estudios cientificos que sustentan la participacion
del estrés oxidativo en diversas patologias de eevada incidencia en la poblacion mundid, como las
enfermedades neurodegenerativas € cancer, la aeroecleross, y los procesos inflamatorios
(Gilgun-Sherki et al., 2002). Paticularmente en @ caso de las enfermedades neurodegenerdivas,

aunque los eventos biogquimicos que explican la etiologia de la muerte neurond no estén totamente
esclarecidos d dafio mediado por radicaes libres parece contribuir de modo decisivo a su desarrollo.
Tdes hdlazgos han permitido ampliar las posibilidedes de tergpia contra estos trastornos cerebraes
utilizando compuestos que eviten o disminuyan € dafio oxidativo (Behl y Moosmann, 2002). Dada la
complgidad delasrutasintrace ulares por las que se pueden generar radicaes libres en estas patologias,
% ha sugerido que los antioxidantes multifuncionales pueden ser efectivos en la neuroproteccion

(Youdim et al., 2002).

En los ultimaos afios, € empleo de antioxidantes sintéticos con fines tergpéuticos ha sido cuestionado
debido a su posble cgpacidad promotora de tumores y genotoxicidad (Gordon, 1996; Safer y
Al-Nughamish, 1999; Rauha, 2001). En este contexto, ha ganado interés la busqueda y utilizacion de
compuestos antioxidantes de origen naturd. Hlo se inserta dentro de la tendencia mundid actud a
abordar € uso de las fuentes naturdes para la obtencion de farmacos efectivos contra diversas
enfermedades (Raskin et al., 2002).

A partir de estas consderaciones, se ha propuesto € uso de extractos de plantas u otras fuentes naturaes
COMo agentes neuroprotectores, ya que etos extractos pueden condituir mezclas de compuestos
antioxidantes con diversos modos de accion (Aruoma, 1998; Badtianetto y Quirion, 2002; Aruoma et
a., 2003). Entre otras \entgas de los antioxidantes naturdes puede mencionarse que exhiben una
elevada diversdad molecular y funciondidad bioldgica (Raskin et al., 2002). A €lo se une que muchos
de estos compuestos no son toxicos y por ende, SU USD es mayormente aceptado como Seguro, aungue
€30 no sempre es cieto y agunos antioxidantes naturdes puedan tener dgun riesgo toxicol dgico
(Kagan et al., 2002).

Dentro de las fuentes naturdes, las dgas congtituyen opciones para la busqueda de nuevos productos
bioactivos, especidmente antioxidantes, 10 que se judtifica por diversas razones. Desde un punto de
vista genera puede decirse que las dgas son fuentes de compuestos bioactivos que tienen un caracter
renovable y son facilmente obtenibles. A ésto se sumalabiodiversidad que presentan estos organismos
en regiones tropicaes como la nuedtra, 1o que permite disponer de una amplia variedad y cantidad de
especies smultaneamente (Harvey, 2000). Son, ademas, organismos considerados en generd poco



toxicos Grabley y Thiericke 1999). Su consumo como parte de la dieta de agunas poblaciones
humanas se ha asociado a una variedad de efectos beneficiosos sobre la salud, por gemplo lareduccion
de la incidencia de agunos tipos de canceres Higashi & al., 1999, Funahashi et al., 1999). Ello por
tanto sugiere que las agas contienen compuestos biol Ogicamente activos capaces de modular diferentes
funciones fisoldgicas dd organismo.

La busqueda de compuestos antioxidantes a partir de las dgas ha estado inspirada por € hecho de que
Se presupone necesaria su presencia como defensas en @ medio oxidativo “hogtil” en que habitan estos
organismos. Las agas estan expuestas a una combinacion de luz y oxigeno que conllevaalaformacion
deradicaeslibres. Sin embargo, la ausencia de dafio oxidativo en los componentes estructurales de las
dgasy su edtabilidad frente ala oxidacion durante € amacenamiento, sugiere que sus células deben
tener antioxidantes efectivos (Matsukawa et al., 1997).

Motivados por todo o anterior, en los Ultimos afios se han publicado diferentes trabgjos referidos ala
actividad antioxidante de extractos de dgas y microagas en modelos experimentaes in vitro e in vivo.
Estos estudios han permitido identificar alos compuestos fendlicos, los carotenoides'y algunos tipos de
aminoécidos, como los principaes responsables de la actividad antioxidante que presentan las dgas'y
microagas (Nakamuraet al., 1996; Yan et al., 1996; Kobayashi et al., 1997; Matsukawa ¢ al., 1997,
Lim et al., 1998; Miranda et al., 1998; Yan et al., 1999; Duvd et al., 2000; Matsukawa et al., 2000;
Wong et al., 2000; Jménez-Escrig et al., 2001; Miranda € a ., 2001; Ruberto et al., 2001; Lim et al.,
2002; Han et al., 2002a Y oshie et al., 2002; Fisch et al., 2003; Kang et al., 2003; Sriwardhanaet al.,
2003; Huang y Wang, 2004; Kang et al., 2004; Srriwardhana et al., 2004). Sin embargo, € uso de
extractos de adgas y microdgas como fuentes de antioxidantes naturaes (tiles en € campo de la
neuroproteccion ha sdo escasamente abordado (Ikedaet al., 2003).

Los compuestos fendlicos condituyen uno de 1os grupos mas numerosos y representetivos de
metabolitos secundarios de las plantas y agas (Bravo, 1998). Estén presentes en la mayoria de los
productos vegetales consumidos por € hombre y se han descrito ampliamente sus propiedades
antioxidantes, antimutagénicasy anticarcinogénicas, lo que sugiere sus potenciaes efectos beneficiosos
sobre lasdud humana (Bravo, 1998; Kahkonen et al., 1999; Tepiero et al., 2002).

Laespecie Bryothamnion triquetrum, es un aga perteneciente d Phylum Rhodophyceae que habitaen
nuestra plataforma insular (Littler y Littler, 2000). Considerando, entre otros elementos, la abundancia
de eda expecie y la fadlidad de su colecta, durante la década iniciada en € afio 1980 vaios
investigadores cubanos dirigieron su interés hacia € estudio de los componentes quimicos de B.

triquetrum, pero se enfocaron solamente hacia @ contenido de polisacéridos (Fernéndez et al., 1987,



Gonzdez y Garcia, 1988; Garcia et al., 1988). En particular, la caracterizacion de los ficocoloides que
fueron obtenidos dd adga mostro que podian tener diferentes aplicaciones indudtriaes y entre dlas se
propuso su introduccién como aditivas en la dimentacion humana (Garcia et al., 1988). Ad, edos
halazgos impulsaron las investigaciones que permitieron establecer las condiciones de cultivo dd aga
en nuestro pais, especificamente en d &ea ubicada en la rada dd Indtituto de Oceanologia de Cuba
(Areces, 1995).

En periodos recientes, gupos de investigadores brasilefios han dirigido su atencion hacia la presencia
de compuestos bioldgicamente activos en esta dga, epecificamente hacia las lectinas (Ainouz e al.,
1992; 1995; Cavete ¢ al., 2000; Freitas et al., 2001; Neves e al., 2001; Viana et al., 2002). Los
halazgos de estos autores no slo han demostrado la existencia en Bryothamnion triquetrum de una
molécula nueva dentro de una nueva familia de lectinas (Cadvete e al., 2000), Sno que ademas han

aportado evidencias convincentes de las poshilidades de las lectinas de esta dga como famacos
andgésicos (Fretas et al., 2001; Vianaet al., 2002). Todo dlo ha sustentado d interés por d estudio de
Bryothamnion triquetrum como fuente de compuestos biol dgicamente activos, entre los que pueden

encontrarse antioxidantes.

La posibilidad de que Bryothamnion triquetrum congtituya una fuente de moléculas antioxidantes
efectivas, esta susentada en las Sguientes razones. i) esta dga se locdiza en la zona fética, con lo que
S expone a niveles notables de radiacion solar que favorecen la generacion de radicaes libres, y

probablemente condicionan la existencia de compuestos antioxidantes que la protgan; i) se hareferido
unaactividad antioxidante ata para extractos de otras 4 epecies de dgas rojas que estan incluidas en la
misma familia a la que pertenece Bryothammnion triquetrum (Rh.; Ceramides, Rhodome acese):
Polysiphonia urceolata, Rhodomela teres Rhodomela confervoides y Symphyocladia latiuscula
(Fujimoto y Kaneda, 1984; Yan et al., 1998; Huang y Wang, 2004) y iii) Bryothannion triquetrum es
un aga rogjay se conoce que las especies de este Phylum contienen una variedad de compuestos
fendlicos (Whitfidd et al., 1999), cuyas propiedades antioxidantes han sido muy bien documentadas
(Bravo, 1998).

A partir de estos dementos, la presente investigacion tuvo su punto de partida en la formulacion de la
sguiente Hipétess:

“El extracto acuoso del alga Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) Howe posee propiedades
antioxidantes y neuroprotectoras que guardan relaciéon con su contenido de compuestos
fendlicos’.



Paraexaminar esta hipdtesis, se propuso € siguiente Objetivo General:

Investigar las propiedades antioxidantes y neuroprotectoras de extracto acuoso de

Bryothamnion triquetrum en modelos de estrés oxidativoin vitro y los posibles modos de accion

involucradaos, asi como la relacion de tales propiedades con d contenido de compuestos fendlicos

del extracto.

Paradar cumplimiento aeste objetivo, se disefiaron las Sguientes Taress:

- Establecimiento de la capacidad antioxidante in vitro dd extracto acuoso de B. triquetrum tanto para
inhibir la peroxidacion lipidica en homogenados de tejido cerebrd de rata, como para arapar
diferentestipos de radicaeslibresy unir hierro

- Determinacion de componentes antioxidantes en € extracto acuoso de B. triquetrum y estudio
epecifico de los compuestos fendlicos que pueden ser responsables de proteger contra la
peroxidacion lipidica en homogenados de tgjido cerebrd deraa

- Evauacion de la ctividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de B. triquetrumy sus
acidos fendlicos (especificamente cinamicos) en la linea cdular inmortdizada de hipotdamo de
raon GT1-7, frente d dafio neurona mediado por especies reectivas ddl oxigeno 'y del nitrégeno que
induce e perdxido de hidrogeno (H.O,) y d compuesto 3-morfolinosidnonimina (SIN-1)

- Evduacion de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de B. triquetrumy sus
acidos cinamicos en la linea cdular GT1-7, frente ad dafio oxidativo neurond mediado por metil
mercurio (MeHg) y la combinacion de hipoxia quimica y aglucemia como modelo de isquemia
neuronal

Lanovedad cientifica de eta tess radica en que por primera vez para la ciencia, se caracterizan las

propiedades neuroprotectoras en modelos de estrés oxidetivo in vitro de un extracto de una especie ddl

Reino Algee y se relacionan con su contenido de acidos cinamicos (acidos ferdlico, p-cumaico y

trans-cindmico). Se refiere ademés, por primera vez, la capacidad neuroprotectora de un extracto crudo

obtenido de unafuente naturd frente d dafio oxidativo inducido invitro por MeHg. Por Ultimo, parad

extracto acuoso de la especie B. triquetrum se sudtentan nuevas propiedades (antioxidantes y

neuroprotectoras) in vitro, se aborda d estudio de sus compuestos fendlicos y se demuedra la

importancia dd &cido ferdlico como compuesto d menos pacidmente responsable de taes
propiedades neuroprotectoras.

Los hdlazgos de estatesis enriquecen € conocimiento cientifico sobre los compuestos antioxidantes de

naturaleza fendlica que estan presentes en extractos de dgas y sustentan su utilidad como agentes



neuroprotectores en modelos experimentaes de estrés oxidativo in vitro, todo lo cud condituye €
aportede edatess alas Ciencias BiolGgicas.

Findmente, esta tesis tiene valor practico ya que sustenta la efectividad del extracto acuoso de B.
triquetrum como agente antioxidante y neuroprotector en modelos experimentaes in vitro y los
resultados sugieren su posible gplicacion futura en patologias relacionadas con d estrés oxidativo, 1o
que debe ser evauado en invedtigaciones poderiores utilizando modelos experimentaes in vivo.
Ademés, en edta tess s desarrollan metodologias experimentdes para € estudio de los acidos
cindmicos presentes en d extracto acuoso de B. triquetrum y la evauacion de sus propiedades
neuroprotectoras en cdulas GT1-7, y éstas pueden ser gplicadas a estudio de otros extractos acuosos de
ages.

La presente tess conda de 129 p&ginas, digtribuidas en 8 Capitulos; |: Introduccion, |1: Revisgén
Bibliogréfica, 111: Materides y Méodos, 1V: Realtados V: Discusdn, VI: Conclusiones, VII:
Recomendacionesy VII11: Referencias Bibliogréficas. Ademés se incluyen 3 Anexos. Se muestran 26
Tablas, 18 Figuras y se citan 276 Referencias Bibliogréficas. Los resultados incluidos en la presente
tesis han Sdo presentados en 6 publicaciones (4 articulos en revidtas internaciondes, 1 cgpitulo de un
libro publicado por una editorid extranjera 'y 1 articulo en una reviga cubang). Ademas, s han
presentado en 8 eventos cientificos internaciondes que han tenido lugar en Cuba y en 4 reuniones
internacionales que se han celebrado en otros paises. La mayor parte de estos resultados han sdo
obtenidos en d contexto de la colaboracion establecida con € Drug Discovery Technology Center dela
Facultad de Farmacia, perteneciente a la Universidad de Helsinki en Finlandia, € Departamento de
Alimentos y Nutricion Experimenta de la Universdad de Sao Pablo, en Brasil y € Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Universdad de Kuopio, en Finlandia Estos halazgos han sdo
presentados en varias ingtituciones académicas europeas, como las Universidades de Kuopio y Helsinki
en Finlandiay d Indituto de Fitoquimicay Farmacognosia de la Universidad de Lausanne, en Suiza.
Lapredefensa de estatesis seredizd ante d Consgjo Cientifico y € Departamento de Bioquimicade la
Facultad de Biologia de la Universdad de La Habana

CAPITULOII: Materialesy Méodos

I1.1 Preparacion del extracto acuoso dd alga Bryothamnion triquetrum

L os especimenes de Bryotharmnion triquetrum se colectaron en la darsena ddl Indtituto de Oceanologia
(CITMA, Ciudad Habana). Los gemplares se lavaron con HO de mar y se homogeneizaron en HO
destilada manteniendo una rdacion 1:4 (p/v: peso en gramos dd dga volumenen mL de HO). Los
homogenados se centrifugaron (800g, T= +4°C, 20 minutos) y los sobrenadantes fueron liofilizados y
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consarvados a T=-20°C. H rendimiento del extracto find liofilizado en relacién con d dga fresca fue
de 0.5%. Se control6 la calidad de cada lote de extractos recién preparados mediante la determinacion
de la actividad inhibitoria sobre la peroxidacion lipidica espontanea (parametro bioldgico, se describe
luego en 11.2) y la medicion de la concentracion de compuestos fendlicos totales (parametro quimico,
sedescribe pogteriormenteen 11.3.1).

I1.2 Ensayos de caracterizacion de la capacidad in vitro dd extracto de Bryothamnion
triquetrumparainhibir laperoxidacion lipidica, atrapar radicaleslibresy unir hierro (Fe)

La capacidad dd extracto para inhibir la peroxidacion lipidica fue medida en homogenados de tgido
cerebral de rata, los que se obtuvieron mediante lametodologia de Ohkawa et al., (1979). En d ensayo
de peroxidacion lipidica espontanea, seincubd € homogenado de cerebro de rata con igua volumen de
extracto de B. triquetrum o sus fracciones a T=+37°C durante 40 minutos. Los pasos posteriores para
monitorear la formacidon de TBARS también se redlizaron segin Ohkawa et al., (1979). En d ensayo
de peroxidacion lipidica inducida, se afiadié ademés en la mezda inicid de incubacion FeSO,
50 mmol-L? y &dido ascorbico 400 nmol-L?, y ésta se mantuvo a T=+25°C durante 30 minutos. Las
etapas restantes se redizaron mediante la metodologia de Ohkawa et al., (1979). En ambos ensayos se
determinG € vaor de concentracion dd extracto de B. triquetrum que produce € 50% de inhibicion de
laformacion méxima de TBARS (Clsp), como se describeen |1.5.

La actividad arapadora de radicdes O, (I) fue determinada espectrofotométricamente segin
Fridovich y McCord, (1969) através dela capacidad parainhibir lareduccion del NBT que es mediada
por O, Paradeterminar laactividad arapadora deradicales OH y union d Fe seempled d ensayo de
la 2desoxi-d-ribosa (1) en sus variantes con EDTA y sin EDTA respectivamente, segiin Aruoma,
(1994). La concentracion dd extracto que produce € 50% de inhibicion de b reduccién méxima de
NBT (en I) y las concentraciones que producen & 50% de inhibicion de la formacion méxima de
TBARS (en las dos variantes de 1) (Clsp), fueron calculadas como se describe en 11.5. Para determinar
laactividad atrapadora de radicdes DPPH se empled d protocolo descrito por Goupy et al., (1999). La
concentracion dd extracto que produce d 50% de inhibicidn de la absorbancia maxima del redica
DPPH (Clsp) también se calculé como refiere Goupy et al., (1999).

|1 .3 Estudio deloscomponentesantioxidantesen d extr acto deBryothamnion triquetrum
I1.3.1 Andliss cuantitativo del contenido deSe, acido ascor bico, carotenos y compuestos fendlicos
totales: El contenido de Se fue cuantificado utilizando e método de absorcion dectrotérmica admica
descrito por Kumpulairen et al., (1983). El contenido de acido ascorbico, carotenosy compuestos
fendlicos totaes fue determinado espectrof otométricamente segiin Natelson, (1964); AOAC, (1990) y
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Quettier-Deleu et al., (2000), repectivamente.

I1.3.2 Separacion, identificacion y cuantificacion de acidoscinamicaos

11.3.2.1 Esquema general defraccionamiento dd extracto acuoso deBryothamnion triquetrum: El
extracto acuoso de B. triquetrum fue fraccionado de acuerdo d esquemaque se presentaen e Anexo |.
En cada etapa, las fracciones fueron concentradas y liofilizadas para la determinacion del porcentagje de
rendimiento con relacion d extracto acuoso liofilizado y la deteccion de la presencia de compuestos
fendlicos por andiss de TLC. Para este Ultimo ensayo, d soporte empleado fue silicagd G (Merck,
Alemania), d solvente de corrida: butanol:HAc:H,0 5:1:2.6, y la placa fue revelada con |os reactivos
de Folin- Ciocdteau dcaino y FeCk 1% segin Stahl, (1969)ay Stahl, (1969)b respectivamente.

Ademés, en las fracciones se evadud la actividad inhibitoria de la peroxidacion lipidica esponténea de
homogenados detgido cerebra derata como sedescribid enl1.2.

11.3.2.2 Identificacion y cuantificacion de los &cidos cindmicos en € extracto de Bryothamnion
triquetrum: Las fracciones aestudiar se slinizaron mediante laadicion de BSA y luego se aplicaron en
un Cromatografo de Gas Shimadzu QP 5000 (Shimadzu, Japon) utilizando una columna capilar

semipolar de polimetilfenilsioxona DB5 (Supelco, EU.) de 30 metros de largo y 025 mm de A
interno. Las condiciones operacionaes fueron: i) volumen de muedtra inyectada = 1 ni; ii) T dd

inyector = +310°C; iii) detector de ionizacion de llama con T = +320°C; iv) d flujo del gas portador
(hdlio) = 1 mL-min™. Bl programa de T utilizado fue T inicid = +150°C, isotérmica 3 minutos, con
incremento de +5°C-min hasta T=+300°C e isotérmica 3 minutos. El procesamiento de los resultados
(identificacion y cuantificacion de los &cidos cinamicos) se redizo con @ programa EZ Chrom para
Windows NT Workgation 4.0 (Microsoft software Inc, E.U.).

1.4 Ensayos para la caracterizacion de la actividad antioxidante y neuroprotectora del

extracto acuoso deBryothamnion triquetrumen cdulasGT 1-7

[1.4.1 Cultivo de las cdulas GT1-7 y condiciones de exposicion a los compuestos toxicos, al

extracto de Bryothamnion triquetrumy sus acidos cindmicos. Las cdulas GT1-7 (Mdlon et al.,
1990) = cultivaon en medio DMEM (Gibco, Inglaterrd) de dta concentracion de glucosa
(25 mmol-L%), como se describe en Loikkanen et al., (1998). Los compuestos téxicos, € extracto de
B. triquetrum, los controles positivos y la glucosa se disolvieron en diferentes solventes para preparar
soluciones gock, y sefiltraron usando filtrosde 0.2 mm (Millipore, Francia). Las solucionessock delos
&cidos cinamicos e prepararon en EtOH absoluto, se edterilizaron por filtracion y se afiedieron a las
celulas de modo que sus concentraciones finaes correspondieron con las que se encuentran en €

extracto de B. triquetrum (0.05, 0.25 y 050 mg:mL™): 0.1, 0.6, 1.1 mmol L™ parad &cido ferdlico (AF);
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1.3, 64, 128 mmol-.L™? para & &ido p-cumérico (Ap-C) y 0.08, 0.4, 0.8 mmol-L para d &ido

trans-cinamico (At-C).

142 Modelos experimentales usados para la induccion de edtrés oxidativo neuronal: Se
emplearon los modedos de dafio neurond inducido por H,O», la combinacion de HO, y FeSO,, SIN-1
y MeHg. Luego de lavar inicidmente las cdulas con medio de cultivo o diferentes soluciones tampones,
las cdulas s expuseron d extracto de B. triquetrum, o sus acidos cindmicos o los compuestos
controles. Inmediatamente después se agregd d compuesto téxico, durante periodos entre 2 y 24 horas,
dependiendo de moddlo. Las expogiciones que duraron hasta 3 horas se redlizaron en tampon HBSS 'y
las de mayor duracidn se redizaron en medio de cultivo. Las concentraciones de los compuestos
toxicos empleadas en cada mode o fueron escogidas apartir de experimentos preliminares en los que se
midio € efecto de diferentes concentraciones sobre la viabilidad de las neuronas GT1-7. En d caso de
los model os de dafio neuronad mediado por SIN-1y MeHg, € resto de las condiciones de exposicion se
seleccionaron a partir de los protocolos propuestos por Bonfoco et al., (1996) y Sardfian et al., (1994).
Ademés se utiliz6 ¢ moddo de dafio neurond inducido por la combinacion de hipoxia quimica y

aglucemia (HQ/A), mediante una modificacion dd méodo propuesto por Myers et al., (1995). Luego
del lavado inicid, las céulas se expusieron d medio control (Sn KCN, con glucosa 55 mmol-Lh) o a
HQ/A (medio sin glucosay con KCN 3 mmol-L™) en presenciao no del extracto de B. triquetrum o sus
acidos cinamicos o los compuestos controles durante un periodo de 1.75 6 3 horas en dependencia ddl

experimento, a T= +37°C. Al findizar, las cdulas fueron reperfundidas con medio de cultivo de las
cdulas GT1-7 o tampon PBS con glucosa 25 mmol-L™, durante un periodo entre 0y 24 horas, en

dependenciadd experimento.

11.4.3 Determinacion de la viabilidad cdular: En todos los modelos d porcentgie de viabilidad

celular se determiné d findizar los eventos citotoxicos. Para dlo, ® utilizd d méodo fluorimétrico
descrito por Loikkanen et al., (1998). La fluorescencia fue medida en un fluorimetro Fluoroskan
Ascent (Labsystemns, Finlandia), d igua que en losensayosdescritosen 11.4.4y 11.45.

I1.44 Determinacion de la produccién de radicales libres: En las exposiciones d BO,, SN-1y
MeHg que duraron hasta 3 horas (A), luego de laetapainicid de lavado se agregd lasonda DCFH-DA
20 mmol-L* (Molecular Probes, E.U.) en tampén HBSS por 20 mirutos, T= +25°C. Luego se
afiadieron € extracto de B. triquetrum, 0 sus acidos cindmicos o € control positivo, antes de la adicion
del agente toxico. Para las expodciones de mas de 3 horas (B), d medio fue retirado d conduir la
exposicion d agente tdxico y a extracto de B. triquetrum, o sus &cidos cindmicos o @ control positivo,
y se agregd DCFH-DA 40 mmol-L™ en tampdn HBSS a cada pozo, durante 15 minutos. Se determing



e incremento porcentud en la fluorescencia de la DCF durante € periodo de expodicion d compuesto
toxico y a la sonda DCFH,-DA (en A), o durante € periodo poderior de exposicion a la sonda
DCFH,-DA (en B). La fluorescencia fue medida como en Loikkanen et al., (1998). Parala medicion
del incremento en la produccion de radicaes libres luego de 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de
reperfusion, esta Ultima etapa se produjo en tampdn PBS que contenia DHR 123 10 nmol L
(Molecular Probes, E.U.) y glucosa 25 nmol-L™. La fluorescencia de la sonda fue medida segiin
Almaas e al., (2002).

145 Determinacion de los niveles de GSH: Luego de findizada la exposicion d HO,, SN-1y
MeHg o alas 1.75 horas de HQ/A 'y 3 horas de reperfusion, la solucion tampdn o  medio en que fue
redizada la exposicion fue retirado y se adiciond tampon HBSS o tampdn PBS (con glucosa 25
mmol-L™) respectivamente que ademés contenian 40 mmol-L™* de MBCI (Molecular Probes, E.U.)
durante 15 minutos, T=+25°C en la oscuridad Luego, la fluorescencia de la sonda fue medida como en
Loikkanen et al., (1998)y los valores se expresaron como porcentgjes de fluorescencia con reacion a
las células controles no expuestas alas condiciones que producen dafio neurond (consideradas 100%).
11.46 Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes: Los lisados de las cdulas GT1-7
sometidas a 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusion fueron obtenidos segun Loikkanen et al.,
(2003). En dlos se cuantificaron las actividades de superdxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), catdasa
(EC 1.11.1.6) y glutation peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9) utilizando juegos de reactivos comercides
(Cayman Chemicd Company, E.U.). Ademés, se cuantificd la concentracion e proteinas (Bradford,
1976) y se cdcularon lasactividades enziméti cas especificas.

I1.5. Procesamiento y andissestadistico delosresultados

El andis's estadistico de los resultados se rediz6 con los programas Sigma Plot 2000 (version 6.10 para
Windows, SPSS Inc., E.U.) y GrgphPad Prism (versién 3.00 para Windows, GraphPad software Inc,
E.U.). En los estudios incluidosen 11.2 las curvas fueron gustadas a un comportamiento sgmoidd
mediante GraphPad Prism y con este programa se determinaron los valores de Osp. Se redizaron
pruebas de normdidad a todos los datos frueba de Kolmogorov-Smirnov) y de homogeneidad de
varianza (prueba de Bartlett) y se demosiré que se gustaban a una distribucion norma y cumplian
homogeneidad de varianza, por |0 que se utilizaron pruebas parametricas. ANOVA de clasificacion
ample y prueba de Tukey para comparaciones multiples. p<0.05 se condderd edtadisticamente
sgnificativo en todos los casos.



CAPITULO Il1: Resultados

[11.1. Estudio in vitro de la actividad antioxidante del extracto acuoso de Bryothamnion
triquetrunt efectos inhibitorios sobre la peroxidacion lipidica, atrapamiento de radicales
libresy union al Fe

En la Tabla 1 se presentan, de modo Tabla 1. Resultados obtenidos (en términos de vaores de
. . Cls,") paralaactividad inhibitoria de la peroxidacion lipidica,
resumido, los valores de Clso ODENidos 4 aomiento de radicales libresy la capacidad de union a Fe
para € extracto acuoso de B. triquetrum Oueexhibed extracto de B. triquetrum

en los diferentes modelos experimentaes | Atividad medida Clgp*
. (mgmL?)
en que fue evaluada su capadidad INVITO e e e T A e Tneaen 08
paa inhibir la peroxidacion lipidica | nomogenadosdetgidocererd
Inhibicion de laperoxidacion lipidicainducidapor 101
espontanea e inducida en homogenados | FeSOy/ascorbato en homogenados detejido cerebral '
.. ) Atrgpamiento deradicales O, 0.36
de tejido cerebra derata, atrapar radicales  ['Ayapamiento deradicales OH 037
libles y unir Fe. Bl extracto mogro |[UnionaFe _ , 211
Atrapamiento deradicaes DPPH 117

actividad inhibitoria de la peroxidacion T-Ta definicion de Cls; en cada modelo experimentd fue
lipidica tanto espontédnea como inducida ?;ﬁlg;enc;i;s(eﬁ%;] ossereplieron 2 veoescons
quimicamente por FeSOs/ascorbato en homogenados de tgido ceréra de rata, y edte efecto fue
dependiente de su concentracion. Ademés, d extracto pudo secuestrar especificamente radicaes O, 7,
OH', DPPH vy unir Fe, también de una manera dependiente de la concentracion. Por tratarse de un
extracto crudo, no se pudo determinar la congtante de velocidad de su reaccion con los radicales
especificos.

[11.2. Esudio de los componentes antioxidantes dd extracto acuoso de Bryothamnion
triquetrum

Los hallazgos anteriores (111.1) motivaron la bisqueda de los componentes del extracto posiblemente
regponsables de tdes propiedades antioxidantes. Asl, se demostré que d extracto de B. triquetrum
contiene Se (0.10 + 0.009 mg-kg™), &cido ascorbico (0.4 + 0.01 gkg*), carotenos (0.04 + 0.005 gkg?) y
compuestos fendlicos (8.0 + 0.6 gkg™).

Los resultados relacionados con @ control de la cdidad redizado a todos los lotes dd extracto
preparados como parte de edta investigacion, se presentan en € Anexo |l. Este estudio permitio
demostrar que existe una correlacion entre la actividad antioxidante del extracto en lainhibicion de la
peroxidacion lipidica espontanea de homogenados de tgido cerebrd, y su contenido totd de
compuestos fendlicos. Adl, la disminucion estadisticamente significativa en la actividad antioxidante de

los lotes rechazados se corrdaciond con una disminucion estadisticamente significativaen @ contenido
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tota de polifenoles. Ello sugirié la importancia de estas entidades quimicas como posibles agentes
regponsables de la actividad antioxidante del extracto en la inhibicion de la peroxidacion lipidica de
homogenados de tgjido cerebrd de rata. Laimportancia que tienen los compuestos fendlicos como
agentes responsables de las propiedades antioxidantes de extractos de dgas (Yoshie et al., 2000;
Ruberto et al., 2001; Fisch et al., 2003; Takamatsu et al., 2003; Kang et al., 2003; 2004) unido a estos
hallazgos anteriores, motivaron € estudio detallado de estas entidadesquimicas en @ extracto acuoso de
B. triquetrum.

[11.2.1 Estudio de los compuestos fendlicos en € extracto de Bryothamnion triquetrum: Esta etapa
contempld € fraccionamiento del extracto de B. triquetrum segin € esquema que se presenta en €

Anexo |. Luego, en las fracciones obtenidas, se aordd la identificacion y cuantificacion de los
compuestos fendlicos relacionados con la capacidad del extracto para inhibir la peroxidacion lipidica
espontanea de los homogenados de tgido cerebra derata

Con este esquema de fraccionamiento se obtuvo una mayor actividad inhibitoria de la peroxidacion
lipidica esponténea de homogenados de tgido cerebra de rata en las fracciones mas polares del

extracto de B. triquetrum (resultados que se presentan en € Anexo 111), lo que sugiere que la
actividad obedece a la presencia de compuestos polares como los compuestos fendlicos. Ello se
corrobord por & hecho de que en todas las fracciones activas del extracto (con porcentges de la
peroxidacion lipidica mayores del 80%), se detectd la presencia de compuestos fendlicos. Estas
fueron: TLCP but-2, TLCP but-6, F 34, F 58 y F 914 (Anexo I11). Por @ contrario, en aquellas
fracciones en que £ no se encontraron manches postivas para los reveladores de compuestos
fendlicos la actividad antioxidante fue bgja (fraccidn acetato de etilo y F 15-22). La Unicaexcepcion a
estas dos Stuaciones es e precipitado 1-2 (P 1-2), cuya actividad antioxidante es dta, peroen é no s
detectaron compuestos fendlicos en @ estudio por TLC (Anexo l11).

De todas las fracciones activas, se escogieron TLCP but-6, P 12, F 58 y F 914 para edudiar la
presencia de compuestos fendlicos por Cromatografia Gaseosa. Se descartd la fraccion TLC but-2 por
poseer un vaor bgo de rendimiento, asi como la fraccion F 34, por poseer una eevada cantidad de
manchas pogtivas reveladas con d reactivo de Folin-Ciocdteau en € estudio por TLC. El
cromatograma obtenido parala F 5-8 se presenta en la Figura 1 En estafraccidn, d igua que en €
resto de las fracciones estudiadas (TLCP but-6, P 12 y F 914) se obtuvieron varios picos, |o que
evidencia que éstas son fracciones que contienen una mezcla de compuestos que resulta activa en la
inhibicidn de la peroxidacion lipidica de homogenados de tgido cerebrd derata
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De todos los picos obtenidos en €
cromaograma de la fraccion F 5-8,
% identificaron tres (b, j’ y I,
sefidados con flechas en la Figura
1) que correspondieron alos acidos
trans-cindmico, p-cumaico y
respectivamente. Al
andizar los cromatogrames de las

ferdlico

otras fracciones (que no
presentan) se identificaron también
d &ido transcindmico en las
fracciones TLCP but-6 y F 914y
e &ido p-cumaico en las
fracciones TLCP but-6, P 1-2 y
F9-14.

Los resultados de la cuantificacion
de los &cidos cinamicos en las
fracciones estudiadas se muestraen
la Tabla 2 El contenido tota de
elosend extracto de B. triquetrum
fue 4.8 mgg™, lo que represent6
60% dd totd de los compuestos
fendlicos presentes (8.0 mg-gY).

my’

10 15 rnin
tiempo de retencion (min)

Figura 1. Cromatograma obtenido en € estudio de Cromatografia
Gaseosa para la fraccion F 5-8 obtenida de la Gomatografia en
Columna de Amberlite XAD-2

Lasfraccionesaestudiar se silinizaron mediante laadicion de BSA y luego
se aplicaron en una columna capilar semipolar de polimetilfenilsiloxona
DB5 (Supelco, E.U.). Se identificaron los picos sefidlados con flechas

mediante lacomparacion con patrones de &cidos fendlicos.

Tabla 2. Contenido de los &cidos cinamicos en las diferentes
fracciones estudiadas, referidas a1 g dd extracto acuoso liofilizado
de B. triquetrum

Cantidades de acidoscindmicos ()
Fracciones (mediat DS)
At-C ApC AF

TLCPbut6 | 848+65 | 2056+154 -
P1-2 - 38085+ 1374 -
F58 718+58 87.3+52 | 4423+319
F914 654+42 859+6.3 -
TOTAL 2219+57 | 4187.3+914 | 4423+319

A continuacion, la investigacion se enfocd hecia la caracterizacion de la actividad antioxidante y

neuroprotectora dd extracto acuoso de B. triquetrum y sus &cidos cindmicos en cdulas neurondes

GT1-7 sometidas a diferentes condiciones que inducen estrés oxidativo.

[11.3. Evaluacion de la actividad antioxidante y neuroprotectora dd extracto acuoso de

Bryothamnion triquetrum en culasinmortalizadasde hi potalamoderaton GT1-7

En esta serie de experimentos se evaud la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto de

B. triquetrum. Ademés se compard con d efecto producido por los &cidos cinamicos puros que fueron

identificados y cuantificadaos en las fracciones ddl extracto con actividad inhibitoria de la peroxidacién

lipidica esponténea en homogenados de tejido cerebrd derata
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[11.3.1 Evaluacion de la actividad antioxidante y neuroprotectora en los modedos de dafio
neuronal mediados por H»O, y la combinacion de H»O, y FeSOs: Primeramente, @ efecto del
extracto y sus acidos cinamicos fue evauado frente a la muerte neurond inducida por € H,O,. Los
resultados que se obtuvieron en este modelo tras la adicion de la més dta concentracionde extracto
(05 mgmL ™) y sus &cidos cindmicos se muestran en la Tabla 3. El extracto no afect6 laviabilidad de
las neuronas en ausencia de agentes neurctdxicos y ésto fue iguamente registrado en |os experimentos
pogteriores redizados en esta linea celular. La exposicion d HO, indujo muerte en las cdulas GT1-7,
pero en presencia del extracto de B. triquetrum 025y 05 mgmL™ (Tabla 3I) se produo un
incremento estadigticamente significativo de la viabilidad con relacion alas células tratadas con HyO».
Solo @ &cido fertlico o la combinacion de los tres &cidos cindmicos protegieron contra la
citotoxicidad inducida por € H,O,, cuando se afladieron a las concentraciones en que estan
contenidos en € extracto de B. triquetrum 0.25 y 0.5 mg-mL ™ (Tabla 3), pero e efecto producido
por € extracto fue Sempre significativamente mayor.

Ademés, fue evduado € efecto dd extracto de B. triquetrum frente ala generacion citosdlicade ROS y
RNSy € agotamiento de niveles intracdulares de GSH, producidos por € HO, a las concentraciones
de 100 mmol-L ™! y 15 mmol-L? respectivamente. Se observd primeramente que la produccion de ROS
y RNS asi como los niveles intracdulares de GSH en ausencia del compuesto toxico, no se afectaron
por la adicion dd extracto ala concentracion més dta estudiada, o que también fue registrado en €
resto de las experiencias redizadas en esta linea neurond. Durante 3 horas, la adicidon de HO, indyo
un aumento estadisticamente significativo en bs nivees intracdulares de ROSy RNS y agoto los
nivelesintracelulares de GSH, o que no pudo ser revertido por laadicidn del extracto de B. triquetrum.
Debido a la ausencia de efecto protector en estas circungtancias, no se evalud d efecto producido por
los &cidos cindmicos de extracto.

En € modeo de muerte neurond inducida por la combinacion de HO, y FeSO,, d extracto de
B. triquetrum a la concentracion de 0.5 mgmL™ protegié contra la citotoxicidad producida por esta
mezcla (Tabla 3I1). También resultd protector € écido ferdlico asi como la combinacion de los tres
acidos cinamicos, pero laadicion dd extracto de B. triquetrum proporciond unamayor proteccion.
[11.3.2 Evaluacion de la actividad antioxidante y neur oprotectora en d modelo de dafio neuronal
mediado por SIN-1: De acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla 3111, laexposicion de
lascdulasa compuesto SIN-1 redyjo significativamente la viabilidad cdlular, y esta citotoxicidad pudo
ser atenuada por e extracto de B. triquetrum a las concertracionesde 0.25y 0.5 mg-mL ™, aunque en la

Tabla3lll se muestrasolamented efecto del extracto alamés dta concentracion.
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Tabla 3 Efecto del extracto de B. triquetrum (0.5 mgmL ™) y los &cidos cindmicas (fertlico, p-cuméico y trans-cindmico) frenteala
muerte de las céulas GT1-7 inducida por HO,, lacombinacion de O, y FeSO4, SIN-1, MeHg y la combinacion de hipoxia quimica

y aglucemia (HQ/A)

Viabilidad cdular (%) (media+ ES)

células+

M odeo experimental células condicién células celulas + condicion que induce toxicidad
controles gue induce Zomﬁol__l) +extracto + AF + Ap-C + At-C +AF /[ Ap-C/
_ - _ toxicidad ' ©05mg-mLY | (1.1 mmol-L? | (12.8 mmolL?) | (0.8 nmal LY At-C
| ﬁ':gzo(xz'ggjadm&ﬂqg?g% 94£04° | 6x0% | 95:1° 43+3° 31£1° 50° 6+0° 30£1°
Citotoxicidad inducida por
Il |H20, (50 mmal-L?) + 93+1% 62+2° 95+ 1% 88+3? 762" 60+2°¢ 58+2°¢ 74+3°
FeSO, (150 nmal-L™?) (2 horas)
Citotoxicidad inducida por a @ a b o & ¢ .
I SIN-L (2 L% 18 horag) 85+1 39+2 89+1 64+ 2 55+1 38=x1 411 56+1
IV E:Alg)_tlcéx(lggjad 'nl iﬂ?gﬂggs) 0+1% | 26+3% | 90+2% 58 + 2P 51+2" 28+2° 28+3° 51+2°
v ﬁ'te?_tlgx('g'dad l'_[_?_“gfﬁofa‘g g2 | 3p+3° | g4r1f g1+ 20" 69+ 1°f 36+2° 37+2° 72+ 201
VI gétrogoxa‘;%%agg‘;:mdwda 97+1% | 44+2% | o5+1® 82 + 1% 69+ 2% 35+6% 4+9% 68+ 1%
VI gétrogo$agﬁﬁrglflnduada 88+1% | 23+1% | go+2% 37+4° B2 16+1¢ 26+2° 37+1°
VI ggftlo;éuh%?gs%geugg/rfuuda 98+ 1% | 88+1% | 09+1% 97 + 128 92+ 0" 87+1° 87+ 2° 92+ 158
Citotoxicidad inducida por
IX |[175horasdeHQ/A y 3horasde| 98+ 1 82+1% | 99+0% 95+ 0P R2+0% 83+ 1% 84+ 1% 93+ 0%
reper fusion
x |Citotoxicdad tardiaindudida | go, a2 | 27,q@ | ggyge 90+ 1" 84+1"? 76+ 1 7542 85+ 2"

por 1.75 horas deHQ/A

4"

L os experimentos en los model os experimentalesl, IV, V, V1 y VII serealizaron 2 veces con 5 réplicas (N=10). En e modelo Il se utilizaron solo 5 réplicas
(N=5), mientras que enlos modelosll, V111, IX y X serealizaron 3 experimentos con 4 réplicas(N=12). En todos | os casos se incluyd un control positivo con
trolox 100 0 400 mmol-L ™. Se compararon en cadamodelo |as células tratadas (con el extracto o los &cidos cindmicos) con |as células controles respectivas, para
lo cua se empled ANOVA y prueba de Tukey. Las diferencias estadisticas obtenidas en los 10 modelos (correspondientes alas filas | ala X) seindicanenla

Tabla con diferentesseriesde |etras (a/d /a’/a* /at/attia- /a8/ax/a? ). p<0.05 se considero estadisticamente significativo en todos|os casos.




Se obsarvé ademas que € &cido ferdlico contenido en d extracto, asi como la combinacion de los tres
acidos cinamicos gercieron proteccion, pero € efecto dd extracto fue sempre sgnificativamente
mayor.

La exposicién durante 18 horas d compuesto SIN-1 1 mmol-L™, increment6 significativamente la
produccion citosdlicade radicaeslibresy agot6 los nivees intracd ulares de GSH. En estas condiciones
experimentales, al igud que en d moddo de dao neurond mediado por HO,, € extracto de
B. triquetrum no pudo prevenir € incremento enla oxidacion de lasonda DCFH ni ladisminucidn en la
formacion de los complegos fluorescentes entre d GSH y  MBCI, inducidos por é SIN-1. Teniendo
€30 en condderacion, no fue estudiado en este moddlo € efecto de los &cidos cindmicos sobre la
produccion deradicdeslibresy los niveesintrace ulares de GSH.

[11.3.3 Evaluacion dela actividad antioxidante y neur oprotedora en € modelo de dafio neuronal
mediado por MeHg: En este caso se evaud la capacidad dd extracto de B. triquetrum y sus &cidos
cinamicos para proteger frente a la muerte neurond inducida por d MeHg en dos condiciones de
exposicion: 3 horas en tampon HBSS y 24 horas en medio de cultivo, lo que se muestraen la Tabla
3V y 3V, respectivamente. El extracto de B. triquetrum, incluso a la concentracion més bga de
0.05 mgmL™? (resultado no mostrado) incrementé significativamente la viabilidad de las neuronas
expuestas d MeHg en las dos condiciones de exposicion End segundo caso (Tabla 3V) las cdulas
tratadas con € extracto de B. triquetrum no difirieron significativamente de los controles no expuestos
d MeHg. Ademés d &cido fertlico y la combinacion de los tres &cidos cindmicos gjercieron también
efecto protector en las dos condiciones experimentdes y éste fue Smilar d del extracto durante las
exposiciones de cortaduracion (Tabla31V).

El efecto del extracto de B. triquetrum ala concentracion de 0.5 mgmL ™ y sus &cidos cindmicos frente
a dafio neurond mediado por MeHg, en términos de produccion citosdlica de ROSy RNS (medida a
traves de la oxidacion de la sonda DCFH), se muestra en la Tabla 4 La exposicion de las cdulas
GT1-7 d MeHg a las concentraciones de 20 mmol-L™ (durante 3 horas 0 de 3 mmol-L? (durante 24
horas) prodyo un aumento sgnificaivo en la generacion de radicaes libres (Tabla 4A y 4B,
respectivamente). En presencia del extracto de B. triquetrum, o del &cido ferdlico, o de la combinacion
delostres &cidos cinamicas, s previno completamente la produccion de radicaes libres inducida por
MeHg. La proteccidn gercida por € extracto de B. triquetrum fue similar ala producida por € écido
fertlico o por los tres acidos cinamicos juntos, y entre estos dos Ultimos tratamientos tampoco

exidieron diferencias para ninguna de las concentraciones eval uadas.
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Tabla 4 Efecto gercido por @ extracto de B. triquetrum (05 mgmL ™) y los &cidos cindmicos sobre la
produccion de radicaes libres en € mode o de dafio neurond inducido por MeHg en las cdulas GT1-7

Incremento porcentual en lafluorescencia
: delaDCF (%) (media+ ES
Tratamientos 3 horasen tampéil ! 24 horas en) medio
HBSS (A) de cultivo (B)
cdulas controles 5234+ 197° 567.6 + 159
cdulas +MeHg 737.4+281°% 686.8+9.9%
cdulas+extracto 05 mg -mL™ 527.3 + 8.6° 553.2+ 14.6°
+extracto 0.5 mg -mL > 4737 + 125" 5209+ 6.7°
] +AF 1.1 mmal L™ 5231+ 136" 588.3+ 186 "
fl\e'/l‘giz +ApC 12.8 mmol L 7616+ 18.2° 696.8+ 227°%
+AtC 0.8 mmol L 765.6+ 159 & 703.7+ 1942
+ AF/ ApC/ AtC 529.4+ 16.2 ° 567.9+ 8.5°

Se empled como control positivo el &cido ascorbico 400 mmol-L™? (en A: 550.3 + 60.0% y en B: 564.4 + 73.2%). Los
experimentos serepitieron 2 veces con 5 réplicas (N=10). Seempled ANOVA y pruebade Tukey paralacomparacion delos
tratamientos en las dos condiciones de exposicion (A y B). Las diferencias estadigticas se indican en los dos casos con dos
seriesdiferentesde letras (a/@). p<0.05 seconsiderd estadisticamente significativo.

Ede agente neurotdxico, cuando e afiadid a las cdulas GT1-7 durante exposiciones cortas
(10 mmol-L%, 3 horas) asi como durante exposiciones més largas (1.5 mmol-L ™, 24 horas) disminuyo
significativamente los niveles intracdlulares de GSH, y dlo no pudo ser prevenido por la adicion
smulténea dd extracto de B. triquetrum. El efecto de los &cidos cinamicos en términos de niveles
intracelulares de GSH no fue estudiado en estas condiciones experimentales.

[11.3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante y neur oprotectora en d modelo de dafio neur onal
inducido por hipoxia quimica y aglucemia (HQ/A): Findmente, se estudié la capacidad dd extracto
de B. triquetrumy sus &cidos cinamicos para proteger frente a lamuerte celular inducidapor HQ/A, lo
gue condtituye un moddo in vitro de isgquemia neurond (Farooqui et al., 1994). Tras un periodo de
3 horas de exposicion a HQ/A, e midi6 la viabilidad cdular inmediatamente 0 24 horas después de
iniciada la reperfuson. La citotoxicidad observada en esas condiciones de reperfuson se definié como
muerte neurond agudayy tardia respectivamente, en correspondenciacon Myerset al., (1995). El efecto
del extracto de B. triquetrum (0.5 mgmL™) y sus &cidos cindmicas, frente a la citotoxicidad aguday
tardia producida por 3 horas de HQ/A se presentaenlaTabla3V1y VI, respectivamente.

El evento isquémico que se prodyo en estas condiciones incrementd sgnificativamente la muerte
cdular, d medirla tanto inmediatamente como 24 horas luego de iniciada la reperfuson, aunque fue
mayor en este Ultimo caso. El evento de HQ/A de 3 horas de duracion fue consderado severo, y este
término e utiliz6 posteriormente. El extracto, agregado durante @ periodo de isquemia severa, protegio
contrala citotoxicidad agudaen todo € intervalo ensayado ensayado de concentraciones, pero € efecto
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fue mayor ala concentracion de 0.5 mgmL™ (Tabla 3V1). Por su parte, d efecto protector contra la
citotoxicidad tardia se observo solo ala mayor concentracion (Tabla 3VI1). En ambos casos tanto €
&dido fertlico contenido en € extracto, como la combinacion de los tres &cidos cindmicos gercieron
proteccion. El efecto del extracto de B. triquetrum fue dgnificativamente mayor que € del &cido
fertlico o los tres &cidos cindmicos combinados solo cuando se midié la viabilidad cdular aguda
(Tabla3Vi).

La presencia de glucosa en € extracto, cuyo contenido es de 8.7 gkg! de extracto liofilizado
(Barro et al., 2001), podria estar relacionada con € efecto protector observado frente a condiciones
severas de HQ/A. Para evauar esta posibilidad, se estudié € efecto provocado por la glucosa en este
modeo experimental. Se observod que la minima concentracion de glucosa necesaria para g ercer efecto
protector frente a la citotoxicidad aguda y tardia producida por HQ/A severa, debe estar situada en €
intervalo entre 150 y 500 nmol-L™. Taes concentraciones de glucosa sdlo pueden dcanzarse a
concentraciones del extracto de B. triquetrum situadas entre 3.1 y 103 mgmL™, las cuaes fueron
uperiores alas utilizadas en € presente estudio.

Por otro lado, se evalud € efecto ddl extracto de B. triquetrum (0.5 mg-mL™) y sus &didos cindmicos
frente d dafio neurond producido por un evento de HQ/A de menor duracion (1.75 horas), considerado
moderado. El extracto de B. triquetrum, a la concentracion de 0.5 mgmL™, incrementé de modo
dgnificativo la viabilidad de las neuronas medida durante diferentes periodos de la reperfusion:

inmediatamente (Tabla 3VI111), 3 horas (Tabla 31X) 0 24 horas (Tabla 3X) luego de findizada la
isguemia. Al igud que en d resto de los experimentos, @ acido fertlico y la combinacién de los tres
&cidos cinamicos gercieron proteccion. En todos los casos, excepto cuando se midid la citotoxicidad
tardia, & efecto provocado por € extracto fue sgnificativamente mayor que € producido por estos dos
tratamientos. Con rlacion ala glucosa se demostrd que cuando ésta se afiade, a la concentracion de
150 mmol-L? durante la etapade HQ/A moderada, tampoco gercid efecto protector s se mide la
viabilidad celular inmediatamente, 3 0 24 horas luego de iniciada la reperfusion.

Ademés se profundizo en el efecto dd extracto de B. triquetrum (0.5 mgmL™), en términos de
produccion de radicdes libres, nivees intracdlulares de GSH y actividad de diferentes enzimas
antioxidantes, frente d dafio provocado por 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfusdn, lo que s
muestra en la Tabla 5 El extracto, a las concentraciones de 0.25 y 0.5 mgmL™, pudo reducir
sgnificativamente la formacion de radicaes libres alas 3 horas luego de ser reperfundidas |as neuronas
GT1-7 sometidas a HQ/A moderada En este caso, sin embargo, 1os acidos cinamicos identificados en

el extracto, no gercieron proteccion para ninguna de las concentraciones estudiadas. Con relacion alos
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niveles intracelulares de GSH, no se registro efecto protector del extracto de B. triquetrumy por €llo, no

s evaduo d efecto delos &cidos cinamicos dd extracto sobrelos nivaesintracd ulares de GSH.

Tabla 5. Efecto gercido por @ extracto de B. triquetrum (0.5 mg-mL ™) sobre diferentes marcadores de estrés
oxidativo tras 1.75 horas de hipoxia quimicay aglucemia (HQ/A) y 3 horas de reperfuson

p;ggﬂ;“;? s F'é‘;rmfi a Actividad Actividad Actividad

Tratamientos fluorescenciade la (% delos espez:gllca )SO D eﬁpeciEiLcj:/aca)talaa &speciaj:}a G)S H-Px
0 mg mg mg

(ngz i/ °E)S) (:]Zgit;olfs) (%) (media ES) | (%) (media+ ES) | (%) (media* ES)
céulas controles 397 + 1.5° 100.00+ 1.57 1375+ 54" 469 + 0.8% 486+ 1.9%
cdulas+ HQ/A 975+ 232 74.7+63" 655+ 3.7% 309+ 0.9” 6.9+ 0.4 °
%‘_‘ﬁi edracto 051 4374 14° 1042+31% | 1519227 498+ 057 483+ 03
St‘:';; g'g’:g +-mL'1 758+ 2.1° 786+ 4.7 96.9+23° 332+ 04" 183+ 0.5

L os experimentos se repitieron 3 veces con 4 réplicas en cada caso (N=12). Se empled ANOVA y prueba de Tukey parala
comparacion delostratamientos. Las diferencias estadisticas paralos 5 indicadores (correspondientes alas 5 columnas de la
Tabla) seindican con diferentes seriesdeletras (a/a/a’'/a* /at). p<0.05 seconsi derd estadisticamente significativo.

La adicion del extracto de B. triquetrum (0.5 mg-mL™) en ausenciade HQ/A moderada, produjo un
aumento en la actividad SOD de las cdulas tratadas con € extracto en comparacion con las cdulas
controles (Tabla 5. Este aumento especifico basd de la actividad SOD no s rdaciond con un
aumento en la produccion basd de ROS y RNS, ni con agotamiento en los niveles intracdulares de
GSH, ni tampoco afecto la viabilidad de las neuronas expuestas d extracto en las mismas condiciones
experimentales (Tabla 31 X). Entonces, este cambio provocado por € extracto en la actividad SOD de
las cdlulas GT1-7, no parecio tener efectos negativos sobre édtas. La disminucion en la actividad de las
enzimas SOD y GSH-PX, regidrada tras 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfuson, pudo ser
prevenida tras afadir € extracto de B. triquetrum (0.5 mg-mL ™). Sin embargo, en € caso delaactividad
cadasa, d extracto no tuvo efecto protector. La adicion de los acidos cinamicos ddl extracto, por otro
lado, no protegio contra la disminucion en la actividad de las tres enzimas antioxidantes estudiades,
cuando ésta fue medida luego de 1.75 horas de HQ/A y 3 horas de reperfuson

CAPITULO IV: Discusion

L os antioxidantes multifuncionales se han convertido en una promisoria estrategia tergpéutica para
tratamiento de las enfermedades rdacionadas con d edtrés oxidetivo (Gilgun-Sherki et al., 2002). En
ese contexto, se ha propuesto € uso de extractos de plantas u otras fuentes naturaes como agentes
neuroprotectores, todavez que éos contienen compuestos que pueden actuar como antioxidantes con
diferentes mecanismos de accion, sobre las complejas vias en que participan los radicaeslibres durante
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las enfermedades neurodegenerativas (Youdim et al., 2002). As, la capacidad neuroprotectora de
extractos de plantas 0 dgas, condituye un campo de interés creciente para la comunidad cientifica
internaciona (Aruoma, 1998; Aruoma et al., 2003). Insertada en este interés, la presente investigacion
estuvo dirigida a la evauacion de la actividad antioxidante y neuroprotectora del extracto acuoso de
Bryothamnion triquetrum (S.G. Gmdin) M. Howey a la identificacion de los posbles compuestos
quimicos responsables de estas propiedades

Primeramente, s llevd a cabo d estudio de la actividad antioxidante in vitro dd extracto acuoso de B.
triquetrum, para lo cud se tomaron en consideracion: i) las edrategias experimentades que se han
propuesto para la caracterizacion de los efectos antioxidantes in vitro de productos naturaes (Aruoma,
2003) y i) los requerimientos bésicos generdes propuestos por Verhagen et al.,, (2003) para las
investigaciones sobre la actividad antioxidante de un determinado producto.

El punto de partida congstio en € estudio de la actividad inhibitoria del extracto sobre la peroxidacion
lipidica espontanea e inducida quimicamente en homogenados de tgjido cerebrd de rata. Teniendo en
condderacion las diferencias en los mecanismos de iniciacion de dafio lipidico que tienen lugar en
estas dos condiciones experimentaes (Arai et al., 1987; Fauré et al., 1990; Cdlaway et al., 1998), seha
sugerido que en d primer caso, la actividad regidtrada se relaciona preferentemente con la presencia de
moléculas capaces de atrapar radicaes RO, y RO', aunque no puede descartarse laquelacion de Fe? .
Sn embargo, en d segundo ensayo, la actividad antioxidante se vincula en mayor medida a la
quelacion de este metd prooxidante, y en menor medida d atrapamiento de los radicaes lipidicos que
participan en las reacciones de peroxidacion. El vaor de Clsy determinado en @ primer ensayo fue
gproximadamente 2 veces menor que en € segundo. Ello indica que aunque € extracto puede actuar
por los dos modos de accion antioxidante (atrapamiento de radicales libres y quelacion de Fe), muestra
gparentemente unamayor capacidad parad primero de éstos.

Para continuar la caracterizacion de las propiedades antioxidantes del extracto relacionadas con etos
dos modos de accion inicidmente propuestos, se estudid ademés, en ensayos especificos, su cgpacidad
para arapar diferentestipos de radicaeslibresy unir Fe?”.

Ad, s demodro la habilidad dd extracto para atrapar radicaes Q 7, que es dependiente de su
concentracion. El vaor de Clsy obtenido es menor que los referidos para otros extractos vegetaes
antioxidantes (Matsudaet al., 1998, Babu et al., 2001) y elo demuestraque € extracto de B. triquetrum
posee una elevada efectividad como atrgpador de radicdes O, . En d moddo de la 2-desoxi-d-ribosa,
$ obtuvieron resultados que sustentan la cgpacidad del extracto de B. triquetrum para secuestrar
directamente radicales OH y unir Fe, asi como la dependencia de ambos efectos con la concentracion
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del extracto. En la primera vaiante dd ensayo (con EDTA) la actividad antioxidante registrada
condtituye unamedida de la habilided ddl extracto para competir con la 2-desoxi-d-ribosaen lareaccion
con los radicdes OH generados en solucion. El vaor de Clsp obtenido en este caso es similar d

referido para @ extracto de Ginkgo biloba (extracto GB4), cuyas propiedades antioxidantes son bien
conocidas (Guidetti et al., 2001). Ademés, ete vador fue goroximadamente 6 veces menor que €

determinado para la cgpacidad de union d Fe (segunda variante del ensayo, en ausencia de EDTA).
Esto (ltimo se corresponde con |os resultados obtenidos para la actividad inhibitoria de la peroxidacion
lipidica en homogenados de tgido cerebrd de ratay sustenta, de modo directo, la mayor habilidad del

extracto de B. triquetrum parad arapamiento de radicaes libres en relacion con € efecto de quelacion
de Fe?". A las propiedades antioxidantes anteriores se une la capacidad del extracto para atrapar

radicdes DPPH con una efectividad, medida en términos de Clsp, mayor que la referida para otros
extractos de a gas con propiedades antioxidantes (Jmeénez-Escrig et al., 2001; Han et al., 2002a).

La exigencia de moléculas que actlan como antioxidantes directos (etrapan radicdes libres) e
indirectos (previenen su generacion, mediante la qudlacion de Fe?*) en d extracto de B. triquetrum
puede explicar su efecto protector contrala peroxidacidn lipidica en homogenados de tgido cerebrd de
rata. La participacion de la peroxidacion lipidica como evento que conduce d dafio celular en diferentes
patol ogias neurond es degenerdtivas ha sdo bien demostraday apunta haciala posible rdevanciade las
propiedades antioxidantes dd extracto de B. triquetrum en € area de la neuroproteccion (Schulz et al.,
2000; Behl y Moosmann, 2002; Gilgun-Sherki et al., 2002).

Una vez caacterizadas las propiedades antioxidantes del extracto acuoso de B. triquetrum, la
investigacion se dirigié hacia d estudio de sus componentes quimicos, que podrian ser responsables de
tdes propiedades examinadas. Asi, se dgtermind que d extracto de B. triquetrum contiene S, en
niveles amilares alos que han Sdo referidos para otras agas rojas (Mabeau y Heurence, 1993; Hou y
Y an, 1998). Como componente esencia de las enzimas antioxidantes GSH-Px y tioredoxina reductasa,
este demento puede favorecer la capacidad enzimética enddgena para proteger contra la excesiva
generacion de radicdes libres (Combsy Gray, 1998).

Ademésdd S, € extracto posee otros cmponentes con conocidas propiedades antioxidantes En

primer lugar resdta € acido ascdrbico, cuyo contenido se encuentra dentro ddl intervalo referido en la
literatura paraagasrojas (Burtin, 2003). Con relacion a su funcidn, estamolécula se caracterizano solo
por ser un antioxidante directo sno también por su cgpacidad para mantener los niveles intracelulares
de las formas reducidas de dgunos antioxidantes enddgenos (Rice, 2000). En segundo lugar, debe

mencionarse la presencia de carotenos en e extracto. Sin embargo, € contenido de estas entidades
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resulta bgo cuando se le compara con € que s ha referido para otras dgas rojas como Gracilaria
changgi (Norziah y Ching, 2000) y Porphyra tenera (JiménezEscrigy Goni Cambrodon, 1999). Ello,
por tanto, reduce la importancia de estos componentes como agentes responsables de las propiedades
antioxidantes del extracto de B. triquetrum.

Por dltimo, € extracto muestra un contenido de compuestos fendlicos smilar a los referidos paraotras
agas rojas mmo Hypnea charoides Hypneajaponica (Wong y Cheung, 2001), Porphyra umbicalisy
Chondrus crispus (Jménez-Escrig et al., 2001). Las propiedades antioxidantes de estos compuestos
tanto en lo referido d arapamiento de radicales libres como ala qudacionde F€**, han sido muy bien
documentadas (Rice Evans et al., 1995; 1996; Bravo, 1998). De hecho, entre todos los componentes
antioxidantes del extracto de B. triquetrum que <e refirieron anteriormente, los compuestos fendlicos
han sido los més extensamente relacionados con |as propiedades antioxidantes de las dgasy microagas
(Fujimoto y Kaneda, 1984; Nakamura et al., 1996; Yan et al., 1996, Miranda et al., 1998; Yan et al.,
1999; Yoshie et al., 2000; Miranda et al., 2001; Ruberto et al., 2001; Yoshie et al., 2002; Fisch et al.,
2003; Takamatsu et al., 2003; Srriwardhana et al., 2003; Kang et al., 2003; 2004). Ello justifico d
estudio detdlado de los compuestos fendlicos en d extracto acuoso de B. triquetrum.

Los procedimientos empleados en d presente trabgo paa d fraccionamiento de extracto de
B. triquetrum y la idertificacion y cuantificacion de sus compuestos fendlicos han sido utilizados para
e edudio de los componentes antioxidantes de diferentes extractos de plantas (Hakkinen, 2000;
Ddiorman et al., 2000; Solon et al., 2000). Con esta metodologia, se identificd la mayor parte del
contenido total de compuestos fendlicos en € extracto (gproximadamente € 60%) que corresponde a
los &cidosp-cumérico (gprox. 52%), ferdlico (gprox. 5% y trans-cinamico (gprox. 3%).

El més abundante de |os tres &cidos fendlicos identificados es d &cido p-cumérico, d cud se consdera
un metabolito intermediario de la sintesis de otros compuestos fendlicos mas complgos en las dgas
(Pryce, 1972). El &cido transcindmico, por otro lado, ha sido identificado y relacionado con las
propiedades antioxidantes en los extractos de las microdgas Chlorellavulgaris (en la cua condtituye
més abundante de los acidos fendlicos) y Spirulina maxima (Miranda et al., 1998; 2001). Por su parte €
acido cafeico, ha sdo identificado y cuantificado en d dga verde Halimeda macroloba (Yoshie et al.,
2002). Aparentemente, lostipos'y cantidades de |os &cidos fendlicos en las dgas dependen de la especie
en cuedtion (Whitfield et al., 1999).

Las propiedades antioxidantes in vitro que han sdo demodradas para € extracto de B. triquetrum
pueden guardar relacion con su contenido de acidos cinamicos, fundamentalmente de écido ferdlico. En

comparacion con los otros dos compuestos, d &cido fertlico presenta una mayor capacidad atrgpadora
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de radicdeslibres (Rice Evans et al., 1996; Kanski et al., 2002). Se ha propuesto que la interaccion del
acido ferdlico con un radicd libre resulta en la abstraccion del &omo de hidrdgeno del grupo 4-hidroxi
para formar € radicd ArO'. Este dectron desgpareado puede delocdizarse en toda la molécula del

acido fertlicoy d radicd ArO' formado puede ser estabilizado por resonancia. La presencia ddl grupo
3-metoxi en d anillo aromatico, a ser un grupo donador de electrones, favorece la mayor estabilizacion
del radicd ArO’, y éto sustentalamayor actividad antioxidante del &cido fertlico en comparacion con
e acido p-cumérico (Graf, 1992). El radicd dd écido ferdlico, una vez generado, no participa en
NUEVas reacciones oxidativas, Sno que, con mayor probabilidad reacciona con otro radicd de acido
ferdlico, y forma wna estructura dimérica llamada curcumina (Graf, 1992; Rice Evans et al., 1996). El
acido fertlico posee habilidad tanto para atrapar radicdes O~ como para impedir la oxidacion de la
2-desoxi-d-ribosa mediada por radicdes OH en presencia de EDTA (Toda et al., 1991; Scott et al.,
1993). Delostres &cidos cinamicos ademés, sdlo d acido ferdlico presenta actividad significativaen
atragpamiento de los radicadles DPPH (Fukumoto y Mazza, 2000; Kikuzaki et al., 2002). Iguamente, se
hademostrado su habilidad parainhibir la peroxidacion lipidica espontanea en homogenados de tgjido
cerebra derata (Cuvdier et al., 1992; Scott et al., 1993).

No obsgtante, d igud que d &cido fertlico, los trans-cinamico y p-cumaico poseen una cadena
insaturada enlazada d grupo carboxilo, que puede ofrecer Stios para d aague de los radicdes libresy
probablemente permitir € anclge de estos compuestos a la bcgpa lipidica (Kanski et al., 2002;

Kikuzaki et al., 2002). Por eso, s ha propuesto que la presencia de esta estructura en los &cidos
cinamicos podria proteger las membranas biol Ggicas contrad dafio oxidativo (Kanski etal., 2002) y asi
ugentar la actividad inhibitoria de la peroxidacion lipidica regidrada en las fracciones obtenidas
durante € fraccionamiento del extracto de B. triquetrum.

Las cdulas neurondes inmortaizadas de hipotdamo de ratén GT1-7 se han convertido en un modelo
adecuado parad estudio del efecto citoprotector invitro de nuevos farmacos neuroprotectores entre los
que se encuentran antioxidantes (Kane et al., 1993; Sarafian et al., 1994; Myers et al., 1995, We y
Perry, 1996; We et al., 1998; Sortino et al., 1999). Por dlo, se evdud la actividad antioxidante y

neuroprotectora del extracto de B. triquetrum en esta linea celular, sometidas a diferentes condiciones
que inducen estrés oxidativo.

En & primer modelo, se empled HO» para inducir diio neurond oxidativo. Este compuesto es una
especie reactivade oxigeno, generada dentro de las vias intracelulares que conducen d estrés oxidativo
en las enfermedades neurodegenerdtivas y de ahi la importancia de estudiar d efecto protector del

extracto contra @ dafio producido por este compuesto (Simonian y Coyle, 1996). La muerte cdular
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producida por & HO, o la combinacion del HO, cond Fe** es significativamente atenuada en
presencia del extracto de B. triquetrum. Comparativamente, d extracto de B. triquetrum produce un
efecto protector mayor que d referido para d extracto de Orogtachys japonicus en cdulas GT1-1
expuestas d HO, (Yoon et al., 2000) y smilar d informado parad extracto de Ginkgo biloba (extracto
GBA4) en neuronas corticales expuestas a la combinacion de HO, y Fe?* (Guidetti et al., 2001). Delos
&cidos cinamicos contenidos en d extracto de B. triquetrum, € &cido ferllico gerce neuroproteccion
frente ala muerte neuronal mediada por € HO;, pero ésta es menor que la producida por € extracto.
Entonces, la capacidad neuroprotectora de éste puede asociarse d &cido fertlico pero no Unicamente a
este compuesto. Por otro lado, los a&cidos p-cumé&ico y trans-cinamico no son responsables de la
actividad neuroprotectora observada El &cido ferdlico también ha sdo identificado como agente
neurgprotector en las plantas medicinaes Scrophularia buergianay Ligusticumwallichi contrad dafio
invitro mediado por glutamato y F&** respectivamente (Kimy Kim, 2000; Zhang et al., 2003).

La neurotoxicidad dd HO, se relaciona principamente con la generacion excesiva de radicaes libres
por vias que involucran no solo la reeccion de Fenton, sino también @ agotamiento en los nivees
intracdlulares de GSH y dteraciones en d metabolisn intracdlular dél Ca?* (Farber et al., 1990;
Rimpler et al., 1999). Los modos de accion antioxidantes que tienen como resultado find la
disminucion en la produccion intracdular citosdlica de ROS 'y RNS, o € incremento en los niveles
intracdulares de GSH, no parecen contribuir a efecto neuroprotector del extracto frente a la muerte
inducida por e HO, Por tanto, se sugiere que otras vias antioxidantes deben estar involucradas en la
actividad neuroprotectora dd extracto de B. triquetrum frente a este compuesto quimico.

El SIN-1 es un compuesto generador de radicdes O, y NO' cuya reaccion produce peroxinitrito
(ONOQ) (Bonfoco et al., 1996). Como la exposicion d SIN-1 puede mimetizar lgunas de las vias
generadoras de especies reactivas dd nitrogeno en varias enfermedades neurodegenerativas (Simonian
y Coyle, 1996), este moddo resulta Util para evauar la capacidad neuroprotectora del extracto de
B. triquetrum. A, se demostré que € extracto de B. triquetrum protege contra la citotoxicidad
producida por € SN-1 y d efecto protector observado es semgante d referido para € extracto
antioxidante estandarizado de Ginkgo biloba (EGb 761) en un moddo smilar de estrés oxidativo
utilizando cultivas mixtos hipocampaes de rata (Bagtianetto e al., 2000). El acido ferdlico resulta
protector en estas condiciones experimentales, pero no puede reproducir completamente los efectos
observados para d extracto. Al igua que en d modeo anterior, la actividad neuroprotectora observada
en € extracto no serelacionacon lapresenciadelos &cidos p-cumaricoyy trans-cinamico.

En correspondencia con hallazgos previosen otros Sstemas celulares (Bagtianetto et al ., 2000; Russo et
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a., 2003) fue demogtrado gue la neurotoxicidad dd SIN-1 en las cdulas GT1-7 involucra no slo la
excesva generacion citosdlicade RNS y ROS sino tambiénd agotamiento de los niveles de GSH. Pero,
al igud que en  moddo anterior, € extracto de B. triquetrum no puede modular favorablemente taes
parametros.

De los resultados obtenidos en los dos primeros modelos de estrés oxidativo puede concluirse que €
extracto acuoso de B. triquetrum gerce neuroproteccion, y ésta serelaciona, d menos parcid mente, con
la presencia dd &cido ferdlico. Pero también fue demostrado que las vias por las cudes d extracto
gerce efecto neuroprotector en estos dos model s no se relacionan con la disminucion en la produccion
de radicales libres sino con otros modos de accion antioxidante. Esto podria resultar contradictorio,
toda vez que d extracto exhibe, ala concentracion de 050 mg-mL ™, propiedades antioxidantes, como
el arapamiento de radicaeslibres, que fueron demostradas en los experimentosiniciaes.

Para intentar explicar esta contradiccion, deben tomarse en condderacion hdlazgos previos que
demuestran que la citoproteccidn gercida por acidos fendlicos (como aquellos contenidos en d extracto
de B. triquetrum) y otros compuestos fendlicos, en modelos dasicos de estrés oxidativo, no Sempre
estd asociada con una disminucion en la produccidn de radicades libres (Vieiraet al., 1998a; Ishige et
al., 2001). Por un lado, Vieira & al., (1998a) han profundizado en los posibles mecanismos de accidn
citoprotectoradd &cido cafeico y han demostrado que este&cido cindmico tiene efecto protector que no
Se asocia a su cgpacidad para impedir la oxidacion de las LDL, 0 sea d efecto de arapamiento directo
de radicdes libres. Sin embargo, a las concentraciones empleadas en ese estudio (100 nmol-L?), las
propiedades de arapamiento de ROS y RNS del &cido cafeico han sdo bien documentadas (Chen'y
Ho, 1997; Kikuzaki et al., 2002; Son y Lewis 2002). Se han publicado resultados smilares,
concernientes d efecto protector de flavonoides (6-hidroxiflavonol, 7- hidroxiflavonol) en cdulas
neuronaes HT-22, frente a la muerte gpoptotica producida por diferentes agentes como e H,05) que
inducen estrés oxidativo (Ishige et al., 2001). La proteccidn, en este caso, tampoco guarda reacion ni
con la digminucion en la produccion de radicaes libres ni con d incremento en las reservas
intracelulares de GSH. Estos hdlazgos han permitido sugerir que varios antioxidantes, como algunos
compuestos fendlicos, podrian actuar por vias dternativas que involucren lainterrupcion de los eventos
intracelulares que conducen a la muerte cdular y son desencadenados por la accion de los radicaes
libres, sin que dlo implique disminucion en los niveles de ROSy RNS (Ishigeet al., 2001).

Durante la muerte neurona apoptética, como la que puede tener lugar tras la exposicion d HO, y d
SN-1, en diferentes lineas cdulares y especificamente en las cdulas neurondes GT1-7, tienen lugar un
complgo grupo de eventos desencadenados por d exceso de ROS y RNS (Bonfoco et al., 1996;
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Chandra et al., 2000; Ishige et al., 2001). Estas egpecies reectivas pueden dterar la homeodtasis

mitocondrid y, de esta manera, favorecer lasdidadd citocromo ¢ haciad citosol. Este evento dispara
a su vez una nueva secuencia de eventos que conducen a la activacion de cagpasas, las que ocasionan
muerte cdular por su accidn proteolitica sobre una variedad de proteinas intracedlulares (Chandra et al.,
2000). Por otro lado, d exceso de ROS puede ademas activar dgunos factores de transcripcion |os
cuaes pueden incrementar la expresion de proteinas citotdxicas (Droge, 2002). Entonces, la muerte
celular ocurre como resultado de una complga secuencia de eventos letdes, que son promovidos por
las ROSy RNS generadas trés laexposicion d HO, od SIN-1.

De este modo, € efecto del extracto acuoso de B. triquetrum en estos dos modelos podria producirse
mediante lainterrupcion en aguno de estos eventos y en virtud, a menos parcidmente, de la presencia
de un &cido fendlico como € &cido ferdlico. En ta sentido, aunque ésta podria ser una explicacion

plausible para los resultados obtenidos, elo debe ser alin demostrado experimentamente. Del mismo
modo, es importante esclarecer en d futuro las razones por las cuaes prevaecen otros modos de accion
antioxidante ddl extracto en estos dos moddos, que no se relacionan con U cgpacidad para atrapar
radicaeslibres. Ciertamente, la determinacion de un modo de accion es particularmente complejaen e

caso de un extracto natural como € extracto acuoso de B. triquetrum, toda vez que su efecto

farmacol 6gico puede ser d resultado de la accidn conjunta de sus componentes (Aruoma, 2003).

Se estudio ademés € efecto del extracto de B. triquetrum en d modelo de dafio oxidativo inducido por
MeHg. Una gran cantidad de evidencias in vitro e in vivo han sugerido que la accion de MeHg sobre
las neuronas es muy complga e involucra diferentes mecanismos, uno de los cudes parece ser la
induccidn de edtrés oxidativo (Usuki et al., 2001). La efectividad b antioxidantes como agentes

protectores frente a esta neurointoxicacion, ha 9do avaladaen modd os experimentaesin vivo einvitro
(Gasoetal., 2001; Usuki et al., 2001; Shanker y Aschner, 2003).

La disminucidn observada en la viabilidad de las cdulas GT1-7 como resultado de la exposicion d

MeHg durante periodos de exposicion cortos (3 horas) y largos (24 horas), es sgnificativamente
atenuada por d extracto de B. triquetrum, y elo puede relacionarse con su contenido de &cido ferdlico.
En las expodciones de corta duracion, d efecto producido por € extracto puede atribuirse
completamente ala presencia de &cido ferdlico.

Entre las diversas vias que conducen d estrés oxidativo y lamuerte celular provocados por d MeHg se
incluyen: agotamiento de los niveles de GSH por reaccion directa con los grupos tidlicos (Sarafian et al.,
1994), desregulacion de la homeostasis dd Ca®* (Atchison y Hare, 1994) y disminucién de la
biodisponibilidad de S intracdular (Sdonen et al., 2000). El MeHg puede actuar como agente
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desacoplante de la cadena de trangporte eectrénico mitocondrid, y éto conduce no sdlo a la
generacion directa de ROS (027, HO,) sno también a la acidificacion de medio citosdlico que
favorece la liberacién deFe#* y la ocurrencia de la reaccion de Fenton (Shenker et al., 1999). Entonces,
como & mecanismo de neurotoxicidad de MeHg trandta por la generacion intracdlular de HO, €
efecto protector observado para extracto de B. triquetrum y d &cido ferdlico guarda correspondencia
con lo obtenido frente ala muerte celular mediada por HO».

El MeHg produce un aumento significativo de la generacion de ROS 'y RNS en las cdulas GT1-7, no
s0lo luego de 3 horas de exposicion, en correspondencia con lo demostrado por Sarafian et al., (1994)
sino también durante exposiciones de 24 horas. En este modelo, € extracto de B. triquet rum disminuye
la produccion intracelular de ROS y RNS provocada por € MeHg en las dos condiciones y este efecto
es también regisrado paa d &iido fedlico. Puede sugerirse que ete efecto dd extracto de
B. triquetrum esté relacionado con wna combinacion de factores como la captura de radicdes libres, la
unién de iones Fe?* vy |a posibilidad de favorecer @ funcionamiento de antioxidantes endégenos, &
servir como fuente de Se que prevenga los efectos negativos del MeHg sobre @ funcionamiento de las
proteinas antioxidantes que contienen S (GSH-Px y tioredoxina reductasa). Pero, d igud que en los
estudios anteriores, € extracto no favorece la recuperacion de los niveles intracdulares de GSH, luego
de su agotamiento inducido por € MeHg.

Tras una extensa revison de la literatura, no se han encontrado estudios sSimilares a la presente
investigacion, concernientes a la capacidad neuroprotectora de extractos antioxidantes obtenidos de
plantas u otras fuentes naturdes, frente a estrés oxidativo inducido por € MeHg. La evduacion de la
actividad protectora de los &cidos ferdlico, p-cumaicoy transcinamico tampoco ha sdo abordado
previamente en este modelo, aunque exisen estudios dd efecto producido por otros compuestos
fendlicos (Gasso & a., 2001; Shanker y Aschner, 2003).

Laisguemia condtituye otra enfermedad neurodegenativa que se ha referido como la tercera causa de
muerte en todo € mundo (Mattson et al., 2001). Esta patologia tiene lugar in vivo traslainterrupcion
tempord (completa o parcid) dd flujo sanguineo a un &ea especifica dd cerebro y su poderior
repafuson. En esa segunda etgpa, la participacion de los radicaes libres como mediadores de la
muerte cdlular durante la isquemia cerebrd ha Sdo extensamente sustentada en los Ultimos afos y €lo
ha motivaedo la utilizacion de antioxidantes como dterndivas tergpeltticas (Behl y Moosmann et al.,
2002; Gilgun-Sherki et al., 2002). El evento isquémico puede ser modelado in vitro mediante la
privacion tempora a las cdulas de oxigeno y glucosa, a ser éstas las perturbaciones bésicas que
originan e dafio isquémico in vivo (Farooqui et al., 1994).
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La cascada de eventos moleculares que es inducida por la isquemia converge en determinados
momentos en la generacion excesiva de ROSy RNS como O, ", OH', NO' y ONOQO', por vias que
son complgjas y que probablemente involucran todas las vistas en los modeos anteriores (Droge,
2002). Se sugiere que € fdlo energético que tiene lugar tras la ausencia de glucosa y oxigeno

conlleva a la despolarizacién de la membrana plasmética, 1o que produce un incremento de las

concentraciones citosdlicas de Ca?* que por diversos mecanismos, conduce a la produccién de
radicales libres y d agotamiento en los niveles de GSH (Facchinetti et al., 1998). Por otro lado, €

aumento en las concentraciones de Ca?* induce disfuncion mitocondria y ello ademés exacerba d

dafio isquémico. Al complgo escenario anterior, se suma @ hecho de que la isgquemia produce
disminucion del pH intracdlular y ello motiva laliberacion dd Fe, que en su estado reducido puede
estimular reacciones adiciona es generadoras de radicales libres (Mattson et al., 2001).

La actividad neuroprotectora del extracto de B. triquetrum se evaud primeramente en condiciones de
dafio neuronal severo. La presencia del extracto de B. triquetrum durante las 3 horas de exposicion a
HQ/A protege contrala citotoxicidad inmediatay tardia, dtamente significativa, que se registraen esas
circungancias. Se plantea que las células sometidas a HQ/A pueden aumentar su sobrevivencia
mediante € uso anaerdbico de la glucosa (Lipton, 1999), pero € contenido de esta molécula en €

extracto no explica @ efecto protector observado en estas condiciones severas. De los tres &cidos
cinamicos, d &cido ferdlico resulta protector contra la ocurrencia de citotoxicided aguday tardiay de
hecho a d puede atribuirse completamente @ efecto protector ddl extracto frente a la muerte neurond

tardia provocada por las condiciones moderadas de HQ/A.

Ademas, se estudio € efecto dd extracto de B. triquetrumy sus &cidos cindmicas frente a la muerte
neurond y los cambios en € equilibrio oxidativo que tienen lugar trascondiciones moderadas de HQ/A.
La produccion de radicaes libres asi como la disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes
SOD y GSH-Px que tienen lugar a las 3 horas pog:-reperfusion luego de 1.75 horas de HQ/A, son
aenuadas por la adicion dd extracto de B. triquetrum durante la isquemia. Esto podria explicar la
neuroproteccion gercida por € extracto contra la citotoxicidad observada alas 3 horas podt-reperfusion
y posiblemente también contra la muerte tardia provocada por la isquemia moderada, que parece estar
desencadenada por & desba ance oxidativo temprano.

Los efectos postivos dd  extracto de B. triquetrum sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
pueden guardar relacion tanto con la presencia de moléculas que tienen actividad arapadora de

radicdes O, como con & contenido de . Ello podria favorecer la actividad de laerzima SOD y de la
GSH-Px, respectivamente. A |o anterior podria afladirse la presencia en @ extracto de entidades que
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atrapan otros radicdes como d OH o unen Fey la actividad combinada de todas dlas resultariaen €
efecto de disminucion en la produccion de radicaes libres que se observa tras la ocurrencia de HQ/A
moderada en cdulas expuestas d extracto de B. triquetrum. En lo referido a los &cidos cindmicos,
ninguno de dlos puede explicar estos efectos postivos dd extracto especificamente sobre los
marcadores de estrés oxidativo de las culas GT1-7. Entonces, aunque d &cido fertlico puede explicar
agunos de | os efectos neuroprotectores observados parad extracto en términos de viabilidad celular en
este mode o, otros compuestos deben también estar implicados. Al igud que en los modelos anteriores,
el efecto neuroprotector del extracto no se vincula con su capacidad para incrementar las reservas
intracelulares de GSH.

En la literatura se ha referido @ efecto de los extractos antioxidantes de Ginkgo biloba (EGb 761)
(Krieglstein et al., 1995; Han et al., 2002b; Du & a., 2004) y de Radix salvia (RSM) (Jun et al., 1998)
frente a la muerte neurond producida in vitro por condiciones experimentales de anoxia o hipoxia
quimica. El extracto de B. triquetrum muestra un efecto protector comparable o incluso mayor que los
detaes extractos, frente d dafio neurona producido invitro por las condiciones de HQ/A.

A partir de todos los halazgos que se han obtenido en esta investigacion, puede plantearse que € &cido
fertlico es d menos parcidmente responsable de |os efectos neuroprotectores observados, pero aros
compuestos deben también estar presentes en @ extracto, que podrian gercer neuroprotecccion
independientemente o mediante la accion sinérgica con € acido ferdlico. Dd resto de los compuestos
identificados y cuantificados en esta investigacion, los &cidos p-cuméico y trans-cindmico, aunque
presentes en las fracciones dd extracto con actividad inhibitoria sobre la peroxidacion lipidica en

homogenados detgjido cerebrd de rata, no gercen proteccion en los model os de estrés oxidativo en las
cdulas GT1-7, ni incrementan sinérgicamente la actividad del acido ferdlico. Por su parte, € acido
asoorbico, empleado como control positivo a la concentracion de 400 mmol-L ™, produce efectos
protectores smilares alos dd extracto de B. triquetrum cuando se mide la produccién de ROSy RNS
inducida por d MeHg en la linea neurond GT1-7. Pero dado € contenido del &cido ascorbico en €

extracto (0.4 gkg?), se necesitarfan concentraciones muy atas de este producto natura (> 10 mg-mL™)
para producir efectos protectores en virtud de la presencia de este compuesto. No obgtante, la actividad
del acido ferdlico podria ser favorecida por la presencia del acido ascorbico, teniendo en cuenta
hallazgos recientes que sustentan la accion antioxidante sinérgica de éste con écidos fendlicos como €

acido cafeico (Viera et al., 1998b). Esta posibilidad congtituye, de hecho, un aspecto relevante que
debera ser investigado en etgpas futuras de este proyecto. Del mismo modo, debe reconocerse laposble
contribucion del Se como entidad antioxidante en € extracto de B. triquetrum, y la de otros compuestos
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fendlicos que forman parte de d, que alin no han sido identificados.
Ademés, los resultados de esta investigacion indican que € extracto acuoso de B. triquetrum actuia por
varias vias antioxidantes en la proteccion de las cdulas neurondes GT1-7 contrala muerte mediada por
ROSy RNS. Las vias propuestas se resumen en € esquema gue e presentaen laFigura 2.
CH=CH-CO,H
+ selenio (Se) + acido ascor bico

| OCH3
OH

OTROSMECANISMOSDE

ACCION ANTIOXIDANTE
defensas antioxidantes endogenas |

[027] ‘ [Fe*]
[OH']

[ROO']
[RO]

| ————————————— -

| / : interrupcion delos eventos !
1 actividades enziméticas I citotdxicos desencadenados :
SOD, GH-Px | por losradicaleslibres

DANOSOXIDATIVOSA
LASBIOMOLECULAS

PRODUCCION DE — . EFECTO
RADICALESLIBRES . disminucion de la NEUROPROTECTOR

peroxidacion lipidica

- disminucion de los dafios
oxidativos a lasenzimas
antioxidantes: SOD, GSH-Px

Figura 2. Esguema que resume las vias propuestas para € efecto neuroprotector in vitro del extracto
acuoso deB. triquetrum

Por un lado, € extracto acuoso de B. triquetrum disminuye la produccidn de radicales libres que £
produce ante la exposcion d MeHg o ante condiciones moderadas de HQ/A. Ello puede ocurrir,
posiblemente, por la combinacion de sus habilidades en la captura de estas entidades, launiond Fey d
efecto snérgico con moléculas antioxidantes enddgenas. Pero por otro lado, en los modelos de dafio
neurond inducido por HO, 0 SIN-1, la neuroproteccion tiene lugar Sin que se produzca disminucion en
la generacion de radicaes libres, lo cud implica la paticipacion de otras rutas de proteccion
antioxidante. Una de éstas fue sugerida previamente en € texto y se sefida con lineas discontinuas en la
Figura 2. En ambas vias propuestas para la accion neuroprotectora de extracto, en las que exita o no
disminucion en la produccidn de radicales libres puede participar € acido ferdlico.

Sin embargo, € extracto acuoso de B. triquetrum no favorece la recuperacion de los niveles
intracelulares de GSH en ninguno de los modd os estudiados de estrés oxidativo (sefidado con x en la
Figura 2). Ello resulta interesante toda vez que se conoce que € agotamiento dedd GSH es un evento
primario, necesario aunque no suficiente, que precede a la muerte cdular en un amplio grupo de
condiciones patoldgicas asociadas a la generacion excesiva de ROS y RNS (Schulz et al., 2000;
Dringen y Hirrlinger, 2003). Paraexplicar @ efecto neuroprotector del extracto de B. triquetrum que se
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registraen cdulas GT1-7 que exhiben agotamiento de los niveles de GSH, podria considerarse unavez
més, d contenido de &cido fertlico dd extracto.

Lo anterior guarda relacion con diversos estudios que han sustentado que tanto d &cido ferdlico como la
curcuming, € dimero dd &cido fertlico, poseen efectos inhibitorios sobre la actividad de las enzimas
fosfolipasa A (FLA?) y lipooxigenasa (LOX) (Conney et al., 1991; Mdterud y Rydland, 2000; Yang
et al., 2001). Ello resulta importante ya que un evento temprano en la secuencia de procesos que
conducen ala muerte cdular tras producirse @ agotamiento en los niveles de GSH, es la liberacion del

&cido araquidonico de las membranas por activacion de la FLA, y su pogterior metabolizacion por la
LOX, todo lo cud contribuye a la generacion adiciond de radicaes libres (Mytileneou et al., 2000;
2002). Entonces, tanto € &cido fertlico contenido en € extracto, como la curcumina posiblemente
formada, podrian inhibir los eventos que conducen a la muerte neurond en cdulas GT1-7 tras €

agotamiento de los nivees intracdulares de GSH. Ello permitiria explicar d efecto protector que e
observa en cdulas expuedtas d extracto acuoso de B. triquetrum, en todos los moddos ensayados
dentro de la presente investigacion

CAPITULO V: Conclusiones

1 El extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum posee propiedades antioxidantesin vitro, que estan
dadas por su habilidad tanto para inhibir la peroxidacion lipidica esponténea e inducida
quimicamente en homogenados de tgido cerebrd de rata, como parasecuestrar radicaes O, ", OH ,
DPPH y unir Fe

2. El extracto acuoso del dgaroja B. triquetrum contiene Se (0.1 mg-kg™), &cido ascdrbico (0.4 gkg?)
y compuestos fendlicos (8 gkg?), los cuales poseen propiedades antioxidantes.

3. Lacombinacion de extracciones liquido-liquido, TLC preparativay Cromatografia en Columna de
Amberlite XAD-2, permite obtener fracciones ddl extracto acuoso de B. triquetrum que muestran
actividad inhibitoria de la peroxidacion lipidica y contienen los &cidos ferdlico, p-cuméico y

trans-cinamico, |os cudes condituyen & 60% de los compuestos fendlicos del extracto.

4. Lamuerte de las neuronas inmortalizadas de hipotdamo de raton GT1-7 inducida por HO;, una
combinacion de H,O, y FeSO, SIN-1 y MeHg, es reducida por € extracto acuoso de
B. triquetrum; éste ademas previene la produccion de radicaes libres provocada por € MeHg en
esalineacdular.

30



5. Laexposcion d extracto acuoso de B. triquetrum confiere proteccion contra la muerte de las

neuronas GT1-7 sometidas a la combinacion de hipoxia quimica y aglucemia, 1o que no se
relaciona con € contenido de glucosa dd extracto. Tras la ocurrencia de hipoxia quimica y
aglucemiamoderada d extracto protege contrala generacion deradicaes libresy la disminucion de
laactividad de las enzimas SOD y GSH-Px que tienen lugar durante lareperfusion.

En cdulas GT1-7, los dectos neuroprotectores del extracto de B. triquetrum son aribuidos, d
menos parcidmente, d &cido ferdlico, y no a los &cidos p-cum&icoy trans-cindmico, aunque
requieren la participacion de otros componentes antioxidantes. Ademés estos efectos pueden tener
lugar con o sin disminucion en la produccion de radicales libres, pero no guardan relacion con €

incremento en lasreservas intracd ulares de GSH.

CAPITUL O VI: Recomendaciones

1 Esdlarecer las vias de accion neuroprotectora del extracto acuoso de Bryothamnion triquetrum

frente d edtrés oxidativo en cdulas GT1-7, que no guardan rdacion con la disminucion en la

generacion deradicdes libres 0 € incremento en las resarvas intracd ulares de GSH

Profundizar en la posible interaccion sinérgica existente entre @ &cido ascorbico y los écidos
cinamicos en @ extracto acuoso de B. triquetrum que pudieran favorecer la actividad antioxidante y
neuroprotectorade éste en células GT1-7

Evauar € efecto dd extracto acuoso de B. triquetrum y sus &cidos cinamicos, fundamental mente e
acido fertlico, en moddos in vivo de estrés oxidativo neurond, por gemplo en modeos de

neurointoxicacion con MeHg o en model os de isquemia neurond
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Anexo |

Extracto acuoso liofilizado de B. triquetrum

Disolver extracto a0.05 g-mL™ (1.775 g en 34 mL de H,0)

Extraer con acetato de etilo (3 veces con 20 mL)

| I
B Fraccion A CETATO
Fraccién ,|ACUOSA DE ETILO

Extraer con n-butanol (3 veces con 20 mL)

Fraccion BUTANOL ICA Fraccion ACUOSA

| |
TLC preparativa Liofi||izar
Colectar man(‘!has positivas Resuspender en 5 ml de H,0
para compuestos fendlicos |
(TLCP but-1 a TLCP but-6) Cromatografia en Columna de Amberlite XAD-2
(20cm delargo; 0.80 cm A interno); aplicacion 1g muestral10 g soporte
Redisolver en MeOH 2 mL ‘

Centrifugar 800 g, 15 min; Elucion
Colectar sobrenadantes; Secar |
| Ho0 Ho0 : MeOH MeOH
(100mL 1:1 (100mL) (100mL
Fracciones TLCP but- 1a TLCP but- 6 | |

Colectar 22 fracciones de 13 mL; Unir fracciones segin TLC

Fracciones Fracciones Fracciones Fracciones Fracciones
1-2 3-4 5-8 9-14 15-22

Concentrar; Adicionar MeOH frio

Precipitado 1 — 2 Sobrenadante 1 — 2

A- | Esquemagenerd dd fraccionamiento del extracto acuoso de B. triquetrum
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A-l1: Corrdlacion establecida entre la actividad antioxidante y € contenido de compuestos fendlicos
en diferentes lotes del extracto acuoso de B. triquetrum

Los lotes recién preparados del extracto acuoso liofilizado de B. triquetrum se disolvieron a la concentracion de
1 mg-mL™ y se evaluaron, a esa concentracion, la actividad inhibitoria de la peroxidacion lipidica espontanea en
homogenados de tejido cerebral de rata y la concentracion de compuestos fendlicos totales. En la gréfica se
presenta la correlacién establecida entre estos dos parametros (r= 0.982) obtenidos para los 4 lotes que se
rechazaron durante esta investigacion, en comparacion con un lote del extracto que cumplié con los dos
parametros de calidad (se sefiala con gris en la gréfica). En esta comparacion se empled pruebat de Student no
pareada (ns- diferencias no significativas; - 0.05 > p > 0.01; *"- 0.01 > p > 0.001; """ - p < 0.001). Los valores
incluidos en el gréfico representan la media + DS de 5 determinaciones en cada caso.
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Anexo |11

A- |11: Realltados del porcentge de rendimiento, presencia de sustancias fendlicas por TLC e
inhibicidn de la peroxidacion lipidica espontanea en homogenados de tgido cerebrd de ratapara las
diferentes fracciones obtenidas ddl extracto acuoso de B. triquetrum

) o Presencia de sustancias Por centaje de
Fracciones Cantidad | Rendimiento fenclicas (+): inhibicion de la
(mg) (%) Folin- - peroxidacién I|p|cillca
Ciocalteau eCls espontanea (%)

Extracto deB. triquetrum - - + + 0%
Acetatode etilo 3.0 0.2 - - sa
Acuosa (etapa 1) 1686.0 95.0 + - AN%
Butandlica 127.6 7.2 + - 30%
TLCP but-1 15 0.08 + - sa
TLCP but-2 8.4 0.5 + - 85%
TLCP but-3 2.1 0.1 + - sa
TLCP but-4 11 0.06 + - sa
TLCP but-5 3.6 0.2 + - sa
TLCP but-6 144 0.8 + - 84%
Acuosa (etapa 2) 1207.0 68.0 + - 100%
P1-2 314.6 17.7 - - 95%
S1-2 441.0 24.8 + + 5%
F3-4 64.6 3.6 + + 92%
F5-8 3.5 0.2 + - 1%
F9-14 150 0.9 + - 9%6%

F 15-22 2.7 0.2 - - 12%

sa - sinactividad antioxidante
- laactividad antioxidantetanto del extracto como desus fracciones se evalué alaconcentracion de’5.0 mg-mL™

De cada fraccion se determind el porcentaje de rendimiento con respecto al extracto acuoso liofilizado de B.
triquetrumy se estudi6 la presencia de sustancias fendlicas mediante un andlisisde TLC en silicagel G, en el que
se emplearon como agentes reveladores los reactivos de Folin-Ciocalteau alcalino y FeCls a 1% segln las
metodol ogias de Stahl, (1969)ay Stahl, (1969)b respectivamente. Se evalué ademés en cada fraccion la actividad
inhibitoria sobre laformacidn espontanea de TBARS en homogenados de tejido cerebral de rata.
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