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RESUMEN

El extracto etanolico de G. mulfordii, obtenido mediante un proceso de optimizacion
de extraccion de compuestos fendlicos se microencapsulo en liposomas y se evaluaron
sus actividades antioxidantes in vitro e in vivo. Los liposomas se prepararon mediante
la técnica de secado por aspersion utilizando lecitina de soya y lactosa. La actividad
antioxidante in vitro se determind mediante el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad de inhibicién de DPPH. La capacidad antioxidante in vivo se evalud a través
de la supervivencia celular de S. cerevisiae sometida a diferentes niveles de estrés con
peroxido de hidrdgeno. Se encontrd que el contenido de compuestos fendlicos esta
relacionado con la capacidad de inhibicion del radical DPPH y estos efectos alcanzan
sus valores maximos al someter a ebullicion por 1 h a la mezcla solvente- material
vegetal en relacion 22,65 ml: 1g, utilizando etanol al 70 % como solvente. Los
liposomas presentan un contenido de polifenoles mas bajo que el extracto etandlico y
una actividad antioxidante por método DPPH que no fue concluyente. Se encontré que
la microencapsulacion del extracto etandlico de G. mulfordii en liposomas mejora su
capacidad antioxidante, superando a la actividad de la vitamina C. La actividad
antioxidante del extracto y liposomas es dosis — dependiente y el mayor efecto para

todas las condiciones de estrés se alcanza a 500 mg /L de liposomas.

Palabras clave: Actividad antioxidante, Greigia mulfordii, extractos vegetales, liposomas,

microencapsulacion.
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ABSTRACT

Greigia mulfordii ethanolic extract obtained from extraction of phenolic compounds,
was microencapsulated in liposomes. Its antioxidant activities were evaluated in vitro
and in vivo. Liposomes were prepared by the spray-drying technique using soy lecithin
and lactose. Antioxidant activity was determined in vitro by the content of phenolic
compounds and DPPH inhibition capacity. Antioxidant capacity was evaluated in vivo
through S. cerevisiae cell survival, using hydrogen peroxide to induce different stress
levels. Results show that phenolic compounds content is related to the inhibition
capacity of DPPH radical and these effects reach their maximum values when the
solvent:vegetable mixture in relation 22.65 ml: 19 is boiled for 1 h using 70% ethanol
as solvent. The liposomes have a lower polyphenol content compared to the ethanolic
extract, antioxidant activity by DPPH method was not conclusive. It was found that G.
mulfordii ethanolic extract microencapsulation in liposomes improves its antioxidant
capacity, surpassing the activity of vitamin C. The antioxidant activity of the extract
and liposomes is dose-dependent and the greatest effect for all stress conditions was

reached with 500 mg / L of liposomes.

Key words: Antioxidant activity, Greigia mulfordii, plant extracts, liposomes,

microencapsulation.
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INTRODUCCION

La evaluacion de la actividad antioxidante de liposomas obtenidos a partir del extracto
etandlico de Greigia mulfordii es la linea de partida en el estudio de su posible uso
como principio activo en una formulacion comercial. G. mulforddi es una planta nativa
del Ecuador de la cual no se ha encontrado referencia sobre sus posibles propiedades

medicinales.

El estrés oxidativo se genera como resultado de un desequilibrio entre las defensas
antioxidantes y la generacion de especies reactivas, ocasionando dafio oxidativo a los
lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Peldez, 2016), desencadenando mdultiples
enfermedades, entre ellas, céncer, enfermedades cardiovasculares, trastornos
neuronales, enfermedad de Alzheimer, entre otras (Alam, Bristi, & Rafiquzzaman,
2013).

Las plantas son fuente de compuestos bioldgicamente activos conocidos como
fitoquimicos, entre ellos se destacan los compuestos fenolicos a los cuales se les
atribuye  propiedades  antioxidantes,  antimicrobianas,  antiinflamatorias,
anticancerosas, antidiabéticas, neuroprotectivas, entre otras (Subhaswaraj, Sowmya,
Bhavana, Dyavaiah, & Siddhardha, 2017). Por sus propiedades, las plantas reducen el
riesgo de enfermedades que tienen origen en el estrés oxidativo (Roostaee, Barzegar,
Sahari, & Rafiee, 2017), la capacidad antioxidante de un extracto vegetal se la ha

asociado con su contenido de compuestos fendlicos (Castangia et al., 2015).

De esta forma los productos derivados de plantas se proyectan como una fuente natural
de compuestos bioactivos que no presentan la toxicidad ni efectos cancerigenos que se

han reportado para algunos antioxidantes comerciales (Roostaee et al., 2017).

Considerando que los antioxidantes derivados de las plantas son muy sensibles a las
condiciones ambientales tales como la radiacion UV, oxigeno, temperatura, entre

otros, la microencapsulacion de estos compuestos en liposomas surge como una



alternativa para preservar sus actividades bioldgicas (Ganji & Sayyed-Alangi, 2017).
Ademas, la microencapsulacion en liposomas modifica la bioactividad de extracto
(Hasan et al., 2014), de modo que los liposomas actian como sistemas de transporte
que facilitan la captacion celular de los compuestos bioactivos (Bonechi et al., 2018).

Para evaluar la actividad antioxidante de liposomas obtenidos a partir del extracto
etanolico de G. mulfordii, primero, se establecieron las condiciones Optimas de
extraccion de compuestos antioxidantes a partir de las bréacteas florales,
posteriormente, con el extracto optimizado se prepararon liposomas mediante la
técnica de secado por aspersion. Finalmente se comparo la actividad antioxidante de
los liposomas y extracto a través de la cuantificacion de polifenoles, inhibicion de
DPPH y capacidad de promover una respuesta antioxidante en S. cerevisiae sometida
a estrés con peroxido de hidrogeno.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1 Tema de investigacion

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LIPOSOMAS
OBTENIDOS A PARTIR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Greigia mulfordii.

1.2 Justificacién

Las enfermedades no transmisibles (ENT), también conocidas como enfermedades
cronicas, cobran la vida de 41 millones de personas anualmente, lo que equivale al
71% de las muertes en el mundo. Entre las ENT, las enfermedades cardiovasculares
son las que causan la mayor parte de muertes, seguidas del cancer y de la diabetes
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018). En el Ecuador entre las principales causas
de muerte se encuentran: la diabetes, enfermedades cerebrovasculares y enfermedades

hipertensivas (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2016).

Se sabe que el estrés oxidativo esta relacionado con un gran nimero de enfermedades

en las que destacan las enfermedades mencionadas (Alam et al., 2013; Peléez, 2016).

Es conocido que existen en el mercado algunos antioxidantes sintéticos como el
hidroxitolueno butilado (BHT) cuyo uso ha sido limitado debido a su toxicidad y

efectos cancerigenos (Roostaee et al., 2017)

Por las razones mencionadas ha surgido durante los ltimos afios la necesidad de los
consumidores de usar antioxidantes que sean de origen natural, ante esto, existe una
tendencia a nivel del mercado de buscar antioxidantes naturales especialmente de
plantas debido a su contenido de compuestos bioactivos, como los polifenoles, para

orientarlos al desarrollo de formulaciones de compuestos antioxidantes.

Es por ello, que es necesario realizar un analisis fitoquimico que asegure que el
principio activo extraido de una planta no cause reacciones adversas en la salud del

consumidor.



Este proyecto es innovador ya que no se han reportado investigaciones previas sobre
la actividad antioxidante de compuestos extraidos de Greigia mulfordii ni del efecto
que podria tener su encapsulacién en liposomas. Este trabajo constituird una base para
posteriores aplicaciones en formulaciones farmacoldgicas, en cuyo caso se generaria
un impacto econémico positivo para las comunidades indigenas que habitan las zonas

en las cuales esta planta es nativa.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante de liposomas obtenidos a partir del extracto etandlico
de Greigia mulfordii.

1.3.2 Objetivos Especificos

1.3.2.1 Establecer las condiciones 6ptimas de extraccion de compuestos antioxidantes
de Greigia mulfordii.

1.3.2.2 Obtener liposomas a partir del extracto etandlico de Greigia mulfordii mediante
la técnica de secado por aspersion.

1.3.2.3 Comparar la actividad antioxidante in vitro de liposomas y del extracto
etanolico de Greigia mulfordii a través del método DPPH vy cuantificacion de
polifenoles.

1.3.2.4 Comparar la actividad antioxidante in vivo de liposomas y del extracto

etanolico de Greigia mulfordii utilizando Saccharomyces cerevisiae.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Investigativos

2.1.1 Propiedades medicinales de las plantas

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos ancestrales por sus
propiedades curativas, siendo la base de la medicina tradicional, en la cual destacan

las infusiones y otras preparaciones caseras.

Desde la antigliedad, las plantas y sus productos derivados han sido una buena fuente
de compuestos biolégicamente activos, cominmente conocidos como fitoquimicos,
entre ellos, los compuestos fendlicos y polifendlicos son de gran interés debido a sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, cardioprotectivas,
anticancerosas, antimutagénicas, antidiabéticas, antiespasmodicas, antihelminticas,

quimiopreventivas y neuroprotectivas (Subhaswaraj, Sowmya, Jobina, et al., 2017).

Los antioxidantes derivados de plantas son moléculas que pueden restringir la
oxidacion de lipidos, proteger a las células del dafio oxidativo y reducir el riesgo de
algunas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Sin embargo, esos
compuestos son sensibles a las condiciones ambientales a modo radical (por ejemplo,
radiacion UV, temperatura, oxigeno, digestion, etc), ante esto, surge la encapsulacion,
especificamente los liposomas como alternativa que ha sido implementada
ampliamente para preservar compuestos bioactivos como los polifenoles (Ganji &
Sayyed-Alangi, 2017).

2.1.2 Liposomas

Los liposomas son particulas esféricas con uno o multiples membranas concéntricas
en las cuales una fraccion del solvente puede ser encapsulado, se forman a partir de
lipidos polares y su composicién basicamente incluye fosfatidilcolina vy
fosfatidiletanolaminas, a menudo contienen lipidos cargados negativamente (Gortzi,
Lalas, Chinou, & Tsaknis, 2008).



La lecitina ha sido ampliamente utilizada en la elaboracion de liposomas (Gibis, Zeeb,
& Weiss, 2014; Roostaee et al., 2017), es una fuente natural de fosfolipidos, los cuales
por sus propiedades anfifilicas en presencia del agua permiten la formacion de los
sistemas de membrana cerrados llamados liposomas (Arsi¢, Vidovic, & Vuleta, 1999).

El liposoma es uno de los métodos mas efectivos de encapsulacion por su capacidad
para incorporar sustancias hidrofilicas, hidrofébicas y anfifilicas. (Bonechi et al.,
2018), ademas, cubren a los compuestos encapsulados protegiéndolos de las
condiciones externas adversas, como el pH, oxigeno, luz, enzimas y digestion en el
estomago, mejorando su biodisponibilidad, bioactividad y la liberacion en blancos
particulares (Hasan et al., 2014). Por lo mencionado, los liposomas son adecuados
como sistemas de administracion en sistemas bioldgicos y aseguran una buena
captacion celular (Bonechi et al., 2018), han sido utilizados como vesiculas de
liberacion de farmacos y para aplicaciones médicas, como vacunacion y terapia génica
(Gibis et al., 2014), ademas, varios compuestos antioxidantes extraidos de plantas han
sido encapsulados en liposomas (Ganji & Sayyed-Alangi, 2017; Sinico et al., 2005).

2.1.3 Greigia mulforddi

Los primeros indicios de Greigia mulfordii datan del afio 1949 cuando fue descrita por

el Dr. Lyman Bradford Smith quien colect6 esta planta en Colombia (Foster, 1951).

G. mulfordii es una especie nativa de Ecuador y Colombia (Enciclopedia of life, 2014),
es una hierba arrosetada, silvestre propia del bosque montafioso y paramo.

Localmente, en Oyacachi, una comunidad indigena quichua del Ecuador se la conoce
como “pifiuelo” y forma parte de las especies silvestres comestibles de la comunidad

que consume los frutos maduros de esta planta (Baéz et al., 2000).

No se ha encontrado informacidn sobre su composicion, propiedades medicinales o

algln estudio similar.

2.1.3.1 Clasificacién taxondmica

Segun el catélogo de la GBIF (Global Biodiversity Information Facility, 2017) la

clasificacion taxondmica de Greigia mulfordii es la siguiente:



Reino: Plantae

Filum: Tracheophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Bromeliaceae

Género: Greigia

Especie: Greigia mulfordii L.B.Sm. Figura I. Greigia mulfordii

2.1.4 Actividad antioxidante (Simbatia, 2017)

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son especies quimicas que pueden ser
radicales y no radicales y por su inestabilidad actlan como agentes oxidantes
(Fernandez, Villafo, Troncoso, & Garcia Parrilla, 2006). Algunas ROS son generadas
de forma enddgena en el proceso metabolico normal (por ejemplo, la respiracién
celular y B-oxidacion de acidos grasos) y por la exposicion a pro-oxidantes (por

ejemplo, peroxido de hidrégeno y metales pesados) (Estruch, 2000).

El estrés oxidativo se genera como resultado de un desequilibrio entre las defensas
antioxidantes y la generacion de ROS (Peléez, 2016).Al parecer bajas concentraciones
de ROS son necesarias en la célula para la transduccion de sefiales celulares en
procesos como proliferacion, apoptosis, inflamacidn y respuesta inmune, sin embargo,
el exceso de estas ROS puede causar dafio oxidativo al ADN, lipidos y proteinas, lo
que produce un desequilibrio oxidativo del sistema antioxidante, que puede provocar
la muerte celular o aceleracion del envejecimiento celular y enfermedades relacionadas
con la edad (Peléez, 2016). Los radicales libres son responsables de causar un gran
numero de enfermedades, incluido el cancer, las enfermedades cardiovasculares, los
trastornos neuronales, la enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve,
enfermedades de Parkinson, enfermedad hepatica inducida por alcohol, colitis

ulcerosa, envejecimiento y arterioesclerosis (Alam et al., 2013).

Los antioxidantes combaten al estrés oxidativo pudiendo actuar de dos formas: como
antioxidantes primarios, reaccionando con los radicales libres de manera directa dando

lugar a un nuevo radical menos reactivo que el radical libre original o como



antioxidantes secundarios potenciando otros sistemas antioxidantes, como algunas
enzimas (Pérez-Jiménez, 2011). En consecuencia, los antioxidantes protegen al cuerpo
humano contra el estrés oxidativo y enfermedades relacionadas, por tanto se los puede
considerar como aditivos promotores de la salud (Roostaee et al., 2017).

2.1.4.1 Polifenoles y actividad antioxidante

Los compuestos fendlicos son los mas abundantes en el reino vegetal, con mas de 8000
estructuras diferentes conocidas hasta hoy, son metabolitos secundarios de plantas que
intervienen en varios procesos como: crecimiento, pigmentacion, atraer a
polinizadores y brindar resistencia contra patdgenos, predadores y condiciones de

estrés ambiental, mejorando asi la supervivencia de la planta (Peldez, 2016).

La estructura de los polifenoles consta de anillos aromaticos y dobles enlaces
conjugados, suelen aparecer en formas conjugadas, con uno o mas restos de azucar
unidos al grupo hidroxilo o directamente al anillo aromatico, también pueden estar

asociados a otros compuestos (Pérez-Jiménez, 2011).

Se ha mencionado que los compuestos fendlicos, debido a su actividad antioxidante
son capaces de disminuir el riesgo a serios problemas de salud (Roostaee et al., 2017).
La importancia de los componentes fendlicos radica en la presencia de los grupos
hidroxilo que son los que probablemente tengan una concesion directa con la actividad
antioxidante (Ganji & Sayyed-Alangi, 2017). Se ha reportado que los polifenoles son
antioxidantes debido a su capacidad de donar electrones y también para formar
complejos con iones de metales pesados, sin embargo, durante las Gltimas décadas, se
ha establecido que su modo de accion es mucho méas complicado de lo esperado, los
polifenoles podrian estar involucrados también en la modulacion de la expresion
génica y la interaccion con las vias de sefializacién celular, ya que los efectos
fisiolégicos de estos compuestos pueden extenderse mas alla de la modulacién del

estrés oxidativo (Peldez, 2016).

2.1.4.2 Actividad antioxidante in vitro

Existe una variedad de métodos para evaluar la capacidad in vitro de un compuesto,
como el método DPPH, ABTS, ORAC, entre otros. La determinacion del contenido

de polifenoles se ha asimilado en muchos trabajos como parte de los métodos de



capacidad antioxidante dada la relacion de los polifenoles con la actividad

antioxidante.

El método Folin- Ciocalteu ha sido utilizado ampliamente para la determinacion de
polifenoles, se basa en una reaccion de o0xido reduccion entre compuestos reductores
y el reactivo Folin-Ciocalteu, de modo que se produce un transferencia de electrones
en medio alcalino reduciendo el complejo fosfomolibdico/fosfotingstico a un
cromaégeno azul que se mide por colorimetria (Pifia, 2011).

El método DPPH utiliza la molécula 1, 1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), un radical
libre estable, que al mezclarse con una solucién de un sustrato que puede donar un
atomo de hidrégeno da lugar a una forma reducida de DPPH causando la pérdida de
su color violeta original, para evaluar el potencial antioxidante de las muestras se
controla el cambio de la densidad éptica de los radicales de DPPH a una longitud de
onda de 517 nm (Fernandez et al., 2006).

El método DPPH vy la determinacién de polifenoles han sido utilizados en otros
estudios para determinar la capacidad antioxidante de compuestos de plantas sin
microencapsular y microencapsulados en liposomas (Castangia et al., 2015; Dag &
Oztop, 2017; Ganji & Sayyed-Alangi, 2017; Roostaee et al., 2017).

Es necesario considerar que ciertos polifenoles que presentan una mayor capacidad
antioxidante in vitro no necesariamente la tendran in vivo y que el DPPH es un radical
ajeno al organismo, por tanto, no tiene un significado biologico (Fernandez et al.,
2006), es por ello, que ensayos de capacidad antioxidante in vitro deben completarse
con ensayos in vivo y con estudios sobre el posible efecto prooxidante a dosis elevadas
ya que en estos compuestos existe un delicado equilibrio entre actividad antioxidante

y prooxidante (Pérez-Jiménez, 2011).
2.1.4.3 Actividad antioxidante in vivo usando Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que ha sido usada como modelo eucariético
en estudios de biologia molecular y celular y en ensayos de identificacion de
antioxidantes naturales. Varias caracteristicas hacen que S. cerevisiae sea un modelo
en la investigacion (Mager & Winderickx, 2005; Outeiro & Giorgini, 2006):

- Su facil manejo y crecimiento réapido.



- Varios procesos se conservan en levaduras y en organismos eucarioticos superiores,
incluidos los mamiferos, como la replicacion del ADN, la recombinacion, el
plegamiento de proteinas, la division celular, el metabolismo y el transporte
intracelular.

- Su genoma esta completamente secuenciado y casi el 30 % de los genes asociados a

enfermedades humanas conocidas tienen ortélogos de levadura.

El peréxido de hidrogeno ha sido usado cominmente como modelo de promotor de
estres oxidativo. Este compuesto normalmente se forma durante la respiracion
aerobica y también después de la exposicion a varios factores ambientales. Genera
dafios por estrés oxidativo y sirve como molécula de sefializacion en la regulacién de

varios procesos bioldgicos (Veal, Day, & Morgan, 2007).

Los organismos aerobicos poseen varios mecanismos para neutralizar los radicales
libres generados en el metabolismo, las células tienen sistemas complejos enzimaticos
y no enzimaticos (captadores quimicos) para prevenir el dafio oxidativo causado por
ROS, se puede mencionar una primera linea de proteccién celular contra el dafio
oxidativo en donde se encuentran las enzimas captadoras de radicales libres (como las
superoxido dismutasas y catalasas) y una segunda linea de defensa formada por
inhibidores no enzimaticos de entre los cuales el glutation (GSH) es el méas importante
(Peléez, 2016).

Las superdxido dismutasas (SOD) son las principales enzimas involucradas en la
proteccion contra el dafio oxidativo en organismo aerdbicos, son una familia de
metaloproteinas que tienen diferentes cofactores metalicos (Pelaez, 2016), S.
cerevisiae posee dos formas de esta enzima localizadas en el citoplasma y en la
mitocondria (Estruch, 2000). La enzima catalasa se encarga de eliminar el H>O> al
catalizar su reduccién a H.O y O (Pelaez, 2016). En el caso de las peroxidasas, éstas
actuan mediante la reduccién de peroxidos organicos e inorganicos a alcoholes con la
ayuda de tioles de cisteina del sitio activo, por lo tanto, los donantes de electrones para
tioles son esenciales para la actividad de peroxidasas (Herrero, Ros, Belli, & Cabiscol,
2008).

Varios estudios se han realizado utilizando S. cerevisiae como modelo in vivo para

identificar antioxidantes naturales extraidos de fuentes vegetales (Baba et al., 2015;
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Frassinetti, Gabriele, Caltavuturo, Longo, & Pucci, 2015; Gibis et al., 2014; Silva et
al., 2005). ElI modelo de levadura también se ha empleado para estudiar los
mecanismos moleculares de accion de los polifenoles y para identificar proteinas y
targets implicados en la respuesta al estrés oxidativo de la levadura (Martorell et al.,
2011).

2.2 Hipotesis
2.2.1 Hipotesis nula

Los liposomas obtenidos a partir del extracto etandlico de G. mulfordii no tienen

actividad antioxidante.
2.2.2 Hipdtesis alternativa

Los liposomas obtenidos a partir del extracto etandlico de G. mulfordii si tienen

actividad antioxidante.

2.3 Seflalamiento de variables de la hipotesis

2.3.1 Variable independiente

Encapsulacion del extracto etandlico de G. mulfordii en liposomas.
2.3.2 Variable dependiente

Actividad antioxidante
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1  Recoleccién de material vegetal

Las brécteas florales de Greigia mulfordii se colectaron al oeste del Cerro Teligote,
especificamente en el sector de Pisquiurco (1°22'26.6"S; 78°33'34.8"0; 3378
m.s.n.m.), canton San Pedro de Pelileo, provincia de Tungurahua, sierra central de los
Andes ecuatorianos. Un total de 40 bracteas florales provenientes de 20 individuos
fueron colectadas y guardadas en fundas de papel y luego transportadas al laboratorio
de la Unidad Operativa de Investigacion en Ciencia e Ingenieria en Alimentos
(UODIDE-ICIA) de la FCIAL, para su respectivo procesamiento. Un espécimen
botanico como coleccidn de referencia esta depositado en el Herbario Misael Acosta
Solis (AMAS), Ecuador.

3.2  Preparacion del material vegetal

El material vegetal se lavé con agua destilada y se secd a 60 °C en un horno con
circulacién forzada de aire (Gander, China), posteriomente se proceso en un molino
de martillos (Webwer Bros & White, Hamilton). EI material vegetal en polvo fue

almacenado en fundas plasticas herméticas.

3.3  Obtencion de extractos vegetales

El material vegetal y solvente se llevaron a ebullicion con agitacion, en una plancha
de calentamiento a 125 °C y 500 rpm. La mezcla obtenida se centrifugé a 3000
gravedades durante 10 minutos, el sobrenadante se coloc6 en botellas color &ambar y
se almaceno a -20 °C. Se realiz6 el proceso por triplicado.

La concentracion de etanol en el solvente, relacion material vegetal: solvente y tiempo
de ebullicion fueron las variables consideradas para optimizar la extraccion de

compuestos con actividad antioxidante.

3.4  Determinacion de sélidos solubles totales (SST)
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Se colocaron aproximadamente 4 g de extracto en el determinador de humedad
(Mettler Toledo, Suiza), con el porcentaje de humedad obtenido se determind el
porcentaje de solidos solubles totales (% SST) y luego los gramos de sélidos solubles
totales contenidos en el extracto.

% SST = 100% — % humedad [Ec.1]

% SST
100

SST (g) = Masa de extracto (g) [Ec.2]

35 Determinacioén del rendimiento de sélidos extraidos

Una vez que se determinaron los solidos solubles totales, se determind el rendimiento

de solidos extraidos expresado en porcentaje:

% Rendimiento sélidos extraidos = SMSVT—((;)) * 100 [Ec.3]

En donde, MV (g) representa los gramos de material vegetal empleados para preparar

el extracto.
3.6 Cuantificacion de polifenoles totales (método Folin — Ciocalteu)

Se aplico el método Folin- Ciocalteu en placa de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific,
Denmark) (Bobo-Garcia et al., 2015). Se coloc6 con pipetas multicanal (Thermo
Scientific, Finlandia; Labnet, USA) en cada pocillo 20 ul de extracto diluido o de
solucion estandar con 100 ul de Folin- Ciocalteu (Merck, Alemania) diluido en
proporcion 1:4 en agua destilada, la placa se llevé a agitacién por 60 segundos.
Después de 4 minutos se agregd 75 ul de solucion de carbonato de sodio (Merck,
Alemania) (100g/L), la mezcla se agitd durante 1 minuto y se dej6 en reposo expuesta
a la luz durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se leyé la absorbancia

a 750 nm en el lector multiplaca (Fisher Scientific, Finlandia).

Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de &cido galico (Fisher
Scientific, China) a concentraciones 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L.

Para determinar la absorbancia del blanco reactivo se colocaron 20 ul de agua en lugar
de extracto o solucidn estandar, éste valor se restd de las lecturas de extractos y
estandares. El proceso se realiz6 por triplicado. Los resultados se expresaron en mg de

equivalentes de &cido galico/ g de extracto seco.
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3.7  Determinacion in vitro de la actividad antioxidante (método del radical
2,2-diphenil-1-1picrylhydrazyl, DPPH)

Se aplico el método DPPH en placa de 96 pocillos (Bobo-Garcia et al., 2015). Se
colocaron con pipetas multicanal en cada pocillo 20 ul de extracto diluido o de solucién
estandar, con 180 ul de DPPH (Sigma-Aldrich, USA) disuelto en metanol-agua (80:20)
a una concentracion de 150 umol/L y se agitd por 60 segundos. Se incubd la placa
durante 40 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, posteriormente, se leyo la

absorbancia a 515 nm a 25 °C en el lector multiplaca (Fisher Scientific, Finlandia).

Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de trolox (Sigma-
Aldrich, Alemania) a concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 umol/L.

Se prepard un control que representa al DPPH total presente en la reaccion siguiendo
el proceso mencionado, sustituyendo los 20 ul de extracto diluido por agua destilada.

Se realizd un blanco con 20 ul de agua y 180 ul de metanol (Scharlab S.L., Espafia) al

80 %, ésta absorbancia se restd de las absorbancias de muestras y estandares.

Los resultados se expresaron en umol equivalentes de trolox/ g de extracto seco. Para
Ilegar a éste valor, primero se determind el % de inhibicion de DPPH (Ec.4), se realiz
la curva de calibracion con % de inhibicion de DPPH Vs. uM trolox y mediante la
ecuacioén de regresion lineal se determind el contenido de umol trolox/g de extracto

Seco.

% de inhibicién de DPPH = [1 — (mestra A”S“’""Ol)] 100 [Ec.4]

AbScontrol

3.8 Optimizacion del proceso de extraccion de compuestos con actividad

antioxidante

La optimizacion de la extraccion de compuestos con actividad antioxidante a partir de
las bracteas florales de G. mulfordii se realizé a escala de laboratorio (utilizando un

volumen de solvente de 100 ml en todos los casos) y constd de dos fases:

Fase 1: Se aplicd un disefio factorial 32 de superficie de respuesta como se describe a

continuacion:
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Tabla |

Factores, niveles y respuestas del disefio experimental para la optimizacion de

variables del proceso de extraccion

Nivel

Relacion material vegetal:
disolvente

1:15 (-1)
1:20 (0)
1:25 (1)

% de etanol del disolvente

30 (-1)
50 (0)
70 (1)

Respuestas experimentales

% Rendimiento de sélidos extraidos

Polifenoles totales

Actividad antioxidante por DPPH

Tabla Il

-1 indica nivel bajo, 0 nivel medio y 1 nivel alto

Descripcion de las combinaciones del disefio experimental para la optimizacion de

variables del proceso de extraccion

Material % de .
Combi - Mezcla para preparacion del
., vegetal: etanol del Descripcion
acion . extracto
disolvente solvente

1 -1 -1 1:15-30% 6,7 g MV en 100 ml etanol al 30%
2 -1 0 1:15-50% 6,7 g MV en 100 ml etanol al 50%
3 -1 1 1:15-70% 6,7 g MV en 100 ml etanol al 70%
4 0 -1 1:20-30% 5g MV en 100 ml etanol al 30%
5 0 0 1:20-50% 5g MV en 100 ml etanol al 50%
6 0 1 1:20-70% 59 MV en 100 ml etanol al 70%
7 1 -1 1:25-30% 4 g MV en 100 ml etanol al 30%
8 1 0 1:25-50% 4 g MV en 100 ml etanol al 50%
9 1 1 1:25-70% 4 g MV en 100 ml etanol al 70%

MV hace referencia al material vegetal.

Fase 2: Una vez obtenidas las mejores condiciones para el proceso de extraccion de

compuestos con actividad antioxidante respecto a las variables relacion material

vegetal: disolvente y porcentaje de etanol del disolvente, se analizo la variable tiempo,

considerandose tres niveles: 30 minutos, 60 minutos y 90 minutos.
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Una vez determinadas las condiciones dptimas de extraccion respecto a las tres

variables se procedio a preparar un extracto vegetal a mayor escala.
3.9  Obtencion del extracto vegetal con variables 6ptimas

Para obtener el extracto vegetal se consideraron las variables optimas de relacion
material vegetal: disolvente, porcentaje de etanol del disolvente y tiempo de ebullicion.

La mezcla de material vegetal y solvente se llevard a ebullicion, manteniendo
temperatura y agitacion constante con una plancha de calentamiento y con un agitador
vertical (Fisher Scientific, USA). El tiempo de extraccion fue tomado a partir de la
aparicion de la primera burbuja de ebullicion. La mezcla se dejo enfriar y se paso por
un lienzo, el extracto fue almacenado en botellas color ambar a 4 °C. Se realiz6 el

proceso por triplicado.

Para caracterizar el extracto se determind el rendimiento de solidos extraidos,
polifenoles totales y actividad antioxidante con DPPH, siguiendo la metodologia

descrita desde el punto 3.4 al 3.7.

3.10 Concentracion del extracto vegetal

El extracto obtenido bajo condiciones dptimas se coloco en el baldn del rotaevaporador
(IKA, USA) y se calent6 a bafio Maria a 65 °C con rotacion constante de 210 rpm a
una presion de 0,5 bares. EIl proceso se mantuvo hasta evidenciar la evaporacion total

del etanol, obteniéndose un volumen aproximado de 200 ml de extracto concentrado.

Se determind el porcentaje de sdlidos solubles totales, rendimiento de sélidos
extraidos, polifenoles totales y actividad antioxidante con DPPH, siguiendo la

metodologia descrita desde el punto 3.4 al 3.7.

3.11 Obtencion de liposomas

Los sélidos totales contenidos en el extracto concentrado se mezclaron con
fosfatidilcolina (Inti S,A. Lecitina de soya) y lactosa monohidratada (Merck KGaA),
en proporcion de 0,5 g y 1 g de por cada gramo de solidos totales, respectivamente,
(Lopez & Gomez, 2008). La mezcla se calentd hasta 70 °C con agitacion constante en
una plancha de calentamiento, posteriormente, se redujo el tamafio de particulas con
el homogeneizador (M TOPS SR 30 M, Republica de Korea). La formulacion de
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liposomas se llevo al Spray Dryer (Buchi, Suiza), se programé una temperatura de
entrada de 120 °C y una de salida de 85 °C, se colocé la manguera de absorcion del

Spray Dryer en la mezcla, manteniéndola con agitacion durante todo el proceso.

Se prepararo un blanco de liposomas compuesto unicamente de lactosa monohidratada

y fosfatidilcolina, bajo las mismas proporciones y condiciones ya mencionadas.

De los liposomas se determiné el porcentaje de solidos solubles totales, polifenoles
totales y actividad antioxidante con DPPH, siguiendo la metodologia descrita desde el
punto 3.4 al 3.7.

Con la finalidad de comparar el efecto de la encapsulacion en liposomas del extracto
respecto al extracto solo, se analizd la actividad antioxidante in vivo utilizando

Saccharomyces cerevisiae.

3.12 Determinacion in vivo de la actividad antioxidante usando Saccharomyces

cerevisiae como modelo

Se utiliz6 el método propuesto por Pelaez (2016) para evaluar el efecto antioxidante
de liposomas y del extracto de Greigia mulfordii.

3.12.1 Aislamiento de levadura

Se aislaron levaduras a partir de un sobre de levadura comercial de panaderia
(Levapan, Ecuador) mediante estria compuesta en medio PDA (Merck, Alemania),

con incubacion a 28 °C durante 72 horas, luego, se la conservo en refrigeracion a 4 °C.
3.12.2 Determinacién de las concentraciones oxidantes de peréxido de hidrégeno

Se tomo una colonia de S. cerevisiae y se inocul6 en 5 ml de medio YPD [2% (w/v)
glucosa (comercial), 1% (w/v) extracto de levadura (Conda, Espafia) y 2% (w/v)
peptona (BD, Espafia)] manteniéndose en incubacion durante 6 h a 28 °C y 100 rpm,
posteriormente, se tomaron 5 ul de una dilucion 1/10 del cultivo incubado y se
inocularon en un tubo con medio YPD manteniéndose en incubacion durante 18 horas
a 28 °C y 100 rpm. Concluidas las 18 horas de incubacién el cultivo celular se
centrifug6 a 2700 g por 20 minutos a temperatura ambiente, se realizo un lavado con
buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4, se diluyd en el mismo buffer hasta una densidad

Optica a 600 nm (D.O.s00) de 0,1 y se dejo reposar durante 30 minutos a 28 °C. Se
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afiadid peroxido de hidrogeno (Ecuaquimica, Ecuador) a varias concentraciones y se
incubd a 28 °C durante 1 hora en la oscuridad y sin agitacion, después, se centrifugo a
2700 g por 20 minutos a temperatura ambiente, se realizé un lavado con PBS, el pellet
se resuspendié en 3ml de medio YPD 'y se sembraron 250 ul de cada cultivo por

triplicado en una placa de 96 pocillos. El proceso se repetio tres veces.

La placa de 96 pocillos se llevd a incubacion a 28 °C en el lector multiplaca (Fisher
Scientific, Finlandia) controlandose el crecimiento mediante la D.O.e00 durante 24 h a

intervalos de 20 minutos con agitacion antes de cada lectura.

Se determind la “razon de crecimiento” a diferentes tiempos de incubacion mediante

la siguiente férmula:

, .. D.O de la curva a analizar
Razén de crecimiento = —22210

[Ec. 5]

D.Ogoo nm de la curva control

Las graficas Razon de crecimiento Vs. tiempo se denominan “Curvas efecto” y
permiten determinar mediante el analisis estadistico el efecto que ejerce el peroxido

de hidrégeno y los agentes antioxidantes a evaluarse.

La curva de crecimiento control para este caso es la correspondiente al crecimiento de

levadura sin peroxido de hidrégeno.

3.12.3 Condiciones de estrés a analizar

En base a las razones de crecimiento obtenidas del paso anterior se definieron dos
concentraciones de peroxido de hidrdégeno: una concentracion baja y concentracion un

alta.

El efecto de los agentes antioxidantes [Vitamina C (Life, Ecuador), blanco de
liposomas, liposomas y extracto de G. mulfordii] se analizé ante las condiciones de

estrés descritas a continuacion:

Condicion de estrés nulo: Se aplico la metodologia establecida en el punto 3.12.4, la
Unica diferencia fué que no se sometid a estrés por peroxido de hidrégeno. La curva

control fue la correspondiente al crecimiento de levadura sin agentes antioxidantes.

Condicion de estres bajo y alto: Se aplico la metodologia establecida en el punto
3.12.4. La curva control fue la correspondiente al crecimiento de levadura sometida a
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la concentracion de perdxido de hidrogeno correspondiente y sin agentes

antioxidantes.

En las tres condiciones de estrés el control positivo fue la vitamina C y los resultados
se analizaron estadisticamente en base a la razon de crecimiento [Ec. 5] de las curvas

efecto.

3.12.4 Determinacion de la capacidad de los liposomas y extracto de G. mulfordii

para promover una respuesta antioxidante

Se empled la metodologia establecida en el punto 5.12.2, la Unica diferencia fue la
adicién de diferentes concentraciones de los agentes antioxidantes después de la
inoculacion de la levadura (diluida 1/10) en medio liquido YPD, para continuar con

el proceso ya descrito.

3.13 Anadlisis estadistico

Todas las determinaciones se llevaron a cabo por lo menos por triplicado. Las pruebas
estadisticas se desarrollaron utilizando el programa STATGRAPHICS. Se realiz6 un
disefio factorial 32 para la optimizacion de las variables del proceso de extraccion de
compuestos vegetales. Cuando fue necesario comparar diferencias entre pares de
medias se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor seguido de una

prueba Tukey, con un nivel de significancia p de 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis y discusion de resultados
4.1.1 Optimizacion del proceso de extraccion de compuestos con actividad

antioxidante

Establecer las mejores condiciones para la extraccion de compuestos con actividad
antioxidante de Greigia mulfordii permite estandarizar el proceso y determinar la

relacion existente entre los factores de estudio y las respuestas experimentales.

Se realizé un disefio factorial de superficie de respuesta 32, en el cual se analizé la
influencia del contenido de etanol en el solvente y relacion solvente: material vegetal
sobre el porcentaje de s6lidos, contenido de polifenoles extraido y sobre la actividad

antioxidante en DPPH.

A continuacion se muestran los modelos de regresion cuadraticos obtenidos para las

tres variables respuesta:
Tabla 111

Modelos de regresion para rendimiento de solidos, polifenoles y DPPH

Modelo de regresion R?
% RSE = 3,307 + 1,109*A - 0,166* B- 0,027*AA + 0,002* A* B+ 0,001*BB 87,503 %

Polifenoles = -33,034 + 10,131*A - 1,654*B- 0,312*AA + 0,049*A*B + 0,017*BB 96,055 %

DPPH = -178,362 + 59,159*A- 10,353* B- 1,686* AA + 0,287*A* B + 0,118* BB~ 97,381 %

R? =Coeficiente de determinacion. A= relacién solvente: material vegetal; B= contenido de etanol en
el solvente; AA= (relacion solvente: material vegetal)?; BB = (contenido de etanol en el solvente)?.

Los coeficientes de determinacion para el contenido de polifenoles y actividad
antioxidante con DPPH son los que muestran un grado de correlacion mas alto entre

los valores experimentales obtenidos y los esperados.

En base a la Figura Il, la actividad antioxidante por DPPH depende significativamente

de la relacion solvente: material vegetal, contenido de etanol en el solvente, de sus

20



variables cuadraticas y de la combinacion relacion solvente: material vegetal,
contenido de etanol en el solvente. El porcentaje de rendimiento de sélidos extraidos
depende de los parametros mencionados a excepcion de la combinacién relacion
solvente: material vegetal y del contenido de etanol en el solvente. En la extraccion de
polifenoles totales Unicamente la relacion solvente: material vegetal no influye de
manera significativa. En todos los casos la influencia cuadratica de la relacion
solvente: material vegetal afecta negativamente al rendimiento de sélidos extraidos,
contenido de polifenoles y actividad antioxidante por DPPH, mientras que en los casos
en que la relacion solvente: material vegetal tiene influencia, ésta es positiva,
concordando con otro estudio en el cual las variables mencionadas tiene el mismo
efecto sobre el rendimiento de sélidos extraidos de la fraccion apolar de hojas del arbol
de mango (Mangifera indica L.) (Acosta, Salomon, Sevilla, & Nuevas, 2016).

T T . .
A ‘ 8 ‘
B8 |::| A8 j
. . . . . L " . . L , , L
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Figura Il. Diagramas de Pareto de las variables respuesta del proceso de optimizacién. Diagrama de
Pareto estandarizado para % rendimiento de sélidos extraidos a; contenido de polifenoles b; actividad
antioxidante por DPPH c. Los gréaficos de Pareto muestran los efectos en orden decreciente de
importancia, cada barra representa el efecto estandarizado (equivalente al estadistico t para cada efecto).
Las barras que sobrepasen la linea azul corresponden a los efectos que son estadisticamente
significativos con un 95% de confianza. Barras azules indican influencia negativa, barras grises indican
influencia positiva. A= relacion solvente: material vegetal; B= contenido de etanol en el solvente; AA=
(relacion solvente: material vegetal)?; BB = (contenido de etanol en el solvente)?. Resultados obtenidos
a tiempo de extraccion 60 minutos.
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En los graficos de interacciones se observa que los valores mas altos de % de
rendimiento de sélidos, polifenoles totales y actividad antioxidante por DPPH se
alcanzan si la extraccion se realiza con etanol al 70 % y con una relacion solvente:

material vegetal cercana a 25:1.
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Figura 1. Gréficas de interacciones de las variables respuesta del proceso de optimizacion. Grafica de
interaccion para % rendimiento de sélidos extraidos a; contenido de polifenoles b; actividad
antioxidante por DPPH c. Resultados obtenidos a tiempo de extraccion 60 minutos.

De los graficos de superficie de respuesta se deduce que el porcentaje de rendimiento
de sélidos no tiene relacion con el contenido de polifenoles extraidos ni con actividad
antioxidante analizada por DPPH. Los polifenoles parecen ser responsables de la
actividad antioxidante analizada por DPPH, dado que los patrones de respuesta son
similares en ambos casos, coincidiendo con lo mencionado por algunos autores, que
han reportado que la actividad antioxidante esta usualmente asociada a las estructuras
fendlicas o polifenolicas (Castangia et al., 2015).

22



e e ey
;’-'5....’....

% rendimiento sélidos
mg &c. gal/ g ext seco

15 17 19 21 23

25 30 [Etanol] en solvente
a Solvente: material vegetal Solvente: material vegetal

441111"5'

ey e A g
"ll"i'nf"...

umol trélox/ g ext seco
IS
I
S

15 17 40
1 21 23 o5 30 [Etanol] en solvente
C Solvente: material vegetal

Figura IV. Gréficas de superficie de respuesta para las variables del proceso de optimizacion.
Gréfica de superficie de respuesta para % rendimiento de so6lidos extraidos a; contenido de
polifenoles b; actividad antioxidante por DPPH c. Resultados obtenidos a tiempo de extraccion 60
minutos.

Del modelo de optimizacidn de respuestas se obtuvieron los siguientes valores 6ptimos

tanto de las condiciones de extraccion como de las variables respuesta esperadas.
Tabla IV

Valores 6ptimos para las condiciones de extraccion y respuestas esperadas

Variable Valor éptimo
Solvente: material vegetal (ml:g) 22,647
% etanol del disolvente 70,000
% Rendimiento solidos extraidos 12,225
Polifenoles (mg &c. gal /g extracto seco) 84,264
DPPH (umol trélox/g extracto seco) 606,670

Resultados obtenidos a tiempo de extraccién 60 minutos.

Una vez que se han optimizado las variables relacion solvente: material vegetal y %
de etanol del disolvente, es necesario optimizar la variable tiempo de extraccion.
Trabajando con las condiciones Optimas encontradas se realizaron extracciones a tres
tiempos: 30, 60 y 90 minutos. Las variables respuesta obtenidas se muestran a

continuacion:
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Figura V. Gréficas de cajas y bigotes de las variables respuesta a diferentes tiempos de
extraccion. Grafica de caja y bigotes para % rendimiento de sélidos extraidos a; contenido de
polifenoles b; actividad antioxidante por DPPH c. La cruz de color rojo indica la localizacion
de la media de cada muestra. Al analizar los valores obtenidos para las tres variables respuesta
(ANOVA simple y prueba Tukey 95%) se encontr6 que todos poseen diferencia significativa.

De la Figura V, se establece que el mejor tiempo de extraccidn es 60 minutos ya que
el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante mediante DPPH son las
méaximas alcanzadas. Se confirma lo reportado por Dai & Mumper (2010) que asegura
que la recuperacion de los compuestos fenolicos de los materiales vegetales también
estd influenciada por el tiempo y que largos tiempos de extraccion aumentan las
posibilidades de oxidacién de compuestos fendlicos disminuyendo su rendimiento en

los extractos.

Al comparar los valores esperados (ver tabla 1V) de la optimizacion de las variables
relacion solvente: material vegetal y % de etanol del disolvente con los obtenidos al
mejor tiempo de extraccion correspondiente a 60 minutos, se encontro que el

porcentaje de rendimiento de solidos, el contenido de fenoles totales y la actividad
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antioxidante por DPPH alcanzaron valores de 11,51%, 90,32 mg &c. galico/ g extracto
seco y 662,73 umol trélox/g de extracto seco respectivamente, siendo valores
superiores a los esperados a excepcion del porcentaje de solidos extraidos que fue
menor al pronosticado, sin embargo, como ya se vio en la Figura IV, la actividad

antioxidante no depende del porcentaje de rendimiento de solidos extraidos.

Las variables fueron optimizadas tomando en cuenta que no existe un procedimiento
de extraccion universal adecuado para la extraccion de todos los compuestos fenolicos
vegetales y que el rendimiento de la extraccion quimica depende del tipo de
disolventes con polaridades variables, tiempo de extraccion, relacion muestra /
disolvente, asi como la composicién quimica y las caracteristicas fisicas de las
muestras (Dai & Mumper, 2010), respecto a este Ultimo punto, no se analizd la

influencia del secado, ni de la reduccién de tamafio de particula del material vegetal.

Respecto al solvente, se ha mencionado que la seleccion del disolvente adecuado
afecta la cantidad y la tasa de polifenoles extraidos (Dai & Mumper, 2010). En la
mayoria de experimentos, el disolvente mas habitual es el etanol absoluto o mezclas
de etanol: agua en diferentes proporciones, se menciona que en cereales es necesaria
la combinacion de al menos dos mezclas de extraccion con diferente polaridad para
conseguir una extraccion éptima de antioxidantes (Pérez-Jiménez, 2011). El etanol es
otro buen disolvente para la extraccion de polifenoles y es seguro para el consumo
humano (Dai & Mumper, 2010), conjuntamente con el agua son unos de los solventes
mas utilizados para extraer compuestos polares tales como compuestos fenélicos ya

que tienen buena polaridad (Alam et al., 2013).

La relacion solvente: material vegetal 22,65:1, encontrada como éptima concuerda con
Cacace & Mazza (2003) que mencionan que una relacion creciente de solvente: sélido

funciona positivamente para mejorar los rendimientos de compuestos fendlicos.

En resumen, la extraccion éptima de compuestos con mayor contenido de polifenoles,
actividad antioxidante por método DPPH y rendimiento de solidos se da utilizando
etanol al 70% vy una relacién solvente: material vegetal 22,65:1 sometidos a 1 h de

ebullicién.

Bajo las condiciones Optimas se prepard un extracto vegetal a mayor escala (3 L), a

partir del cual se concentraron los solidos obtenidos para posteriormente preparar
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liposomas. A continuacion se muestran los resultados de las determinaciones de
actividad antioxidante in vitro e in vivo tanto del extracto concentrado como de los

liposomas.
4.1.3 Actividad antioxidante in vitro

El extracto vegetal obtenido en condiciones Optimas y a mayor escala alcanzé una
actividad antioxidante por DPPH de 776,416 + 3,603 umol trolox/ g de extracto seco,
un contenido de fenoles totales de 89,510 + 3,213 mg &cido galico/ g de extracto seco
y un porcentaje de rendimiento de solidos de 14,70 £ 0,621 % (ver figura VI),
superando la actividad antioxidante por DPPH y el porcentaje de rendimiento de
solidos obtenidos en el proceso de optimizacion (ver figura V).
El contenido de polifenoles del extracto etanolico de G. mulfordii es similar a los 91,2
mg &cido gélico/ g de extracto seco contenidos en el extracto etandlico de las raices de
regaliz (Glycyrrhiza glabra L.) (Castangia et al., 2015). Sin embargo, es bajo
comparado con los 166 mg acido galico/ g de extracto seco del extracto etandlico de
la cascara y mesocarpio de granada (Punica granatum) (Marin, Aleméan, Sanchez-
Faure, Montero, & Gomez-Guillén, 2018), con el contenido de los extractos de hojas
de ecotipos de Ugni molinae que varian entre 363,5 hasta 462,4 (extractos etandlicos)
y entre 85,2 hasta 158,7 mg de &cido galico/ g de extracto seco (extractos de acetato
de etilo) (Pifia, 2011) y con los 276,61 mg de acido galico/ g de extracto seco del
extracto acuoso de las hojas maduras de Blepharocalyx salicifolius (Habermann et al.,
2016).

La capacidad antioxidante equivalente en trolox (TEAC) determinada por DPPH del
extracto de G. mulfordii equivale a 776,416 umol trélox/ g de extracto seco que supera
a los valores reportados para los extractos acuosos que contienen 30 umol trélox/ g de
extracto seco para la ortiga (Urtica dioica), 120 pumol trélox/ g de extracto seco para
Xanthium spinosum y 350 pmol trélox/ g de extracto seco para el cedron (Aloysia
triphylla) (Dadé, Fioravanti, Schinella, & Tournier, 2009), por otro lado, es inferior a
los 1019,10 umol trolox/ g de extracto seco reportados para extracto hidroalcohdlico

de nogal (Juglans Neotropica) (Hurtado, Jurado, Ramos, & Calixto, 2015).

El DPPH es un radical libre estable que permite determinar la capacidad de los
extractos de plantas para captar radicales libres mediante la donacion de un electrén o

de un hidrégeno, lo que indica que los extractos con una actividad donante de
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electrones mas alta pueden captar la cadena de radicales y transformar los radicales
libres en productos mas estables (Ganji & Sayyed-Alangi, 2017). Se ha mencionado
que la actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la localizacion
de los grupos hidroxilo (Ferndndez et al., 2006) de igual forma, de los anillos
aromaticos y dobles enlaces conjugados presentes en su estructura (Pérez-Jiménez,
2011). Sin embargo, cabe destacar que la capacidad antioxidante evaluada por DPPH
depende del tipo de polifenoles presentes en el extracto a evaluar y que no
necesariamente un alto contenido de polifenoles desencadena una buena capacidad
antioxidante, asi por ejemplo, un polifenol que tiene x nimero de hidroxilos puede

reaccionar con x moléculas de DPPH (Pifia, 2011).

Posteriormente, el extracto vegetal fue concentrado con la finalidad de evaporar el
etanol utilizado en la extraccion. Se observé que al concentrar el extracto su contenido
de equivalentes trélox y de acido galico disminuyen drasticamente (ver figura V1), esto
podria deberse a que muchos compuestos fendlicos se hidrolizan y oxidan facilmente
, s ha mencionado que al preparar un extracto los largos tiempos de extraccion
aumentan las posibilidades de oxidacién (Dai & Mumper, 2010), por lo tanto es
posible que la cantidad de tiempo que duré la concentracion del extracto
(aproximadamente 2 h) haya causado la oxidacion de compuestos, considerando
también, que durante ese tiempo el extracto permanecio expuesto a la luz y se sabe que
estos compuestos son sensibles a condiciones ambientales como radiacion UV,

temperatura e incluso al oxigeno (Ganji & Sayyed-Alangi, 2017).

Los métodos para determinar la actividad in vitro han sido ampliamente utilizados.
Con el método Folin- Ciocalteu se han determinado polifenoles en extractos de plantas
(Castangia et al., 2015; Ganji & Sayyed-Alangi, 2017; Roostaee et al., 2017) y en
liposomas (Dag & Oztop, 2017). De la misma forma el método DPPH se ha usado en
extractos y liposomas (Castangia et al., 2015; Dag & Oztop, 2017; Ganji & Sayyed-
Alangi, 2017).

Con el extracto concentrado se prepararon liposomas, utilizando en su formulacion
lecitina de soya y lactosa. El contenido de polifenoles de los liposomas es méas bajo
que el del extracto concentrado, por otro lado no se puede considerar como valida la
actividad antioxidante cuantificada a través del método DPPH para liposomas, dado

que a diferentes diluciones de la muestra (ubicadas dentro del rango de validez del
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método) se obtuvieron resultados dispersos con una desviacion estandar de 31,539
pmol trélox/ g de extracto seco. Se ha mencionado que muchos ensayos de capacidad
antioxidante estan limitados por las propiedades del compuesto a analizar, tales como
hidrofilicidad o hidrofobicidad, que gobiernan la solubilidad del compuesto a analizar
en el medio de reaccion del ensayo, en este punto, para que se pueda medir la capacidad
de inhibicion de DPPH de una muestra, ésta debe ser soluble en metanol al 60 % o en
metanol absoluto (Wu et al., 2011). Dado que los liposomas estan formados de una o
varias bicapas lipidicas que protegen a los compuestos activos es probable que las
bicapas no se solubilicen y no permitan la salida de los compuestos de modo que su

capacidad para inhibir DPPH no se pueda determinar.

Se aplicaron los métodos Folin- Ciocalteu y DPPH a liposomas vacios determinandose
que su contenido de fenoles totales es nulo y que no ejerce actividad antioxidante
contra el radical DPPH, contradiciendo a algunos autores que afirman que la lecitina

tiene actividad antioxidante (Arsic et al., 1999; Roostaee et al., 2017).
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Figura VI. Gréficas de cajas y bigotes de la actividad antioxidante in vitro del extracto y
liposomas. Actividad antioxidante por DPPH a; contenido de polifenoles b. Donde ESC=
extracto sin concentrar, EC= extracto concentrado y LIP = liposomas. La cruz de color rojo
indica la localizacion de la media de cada muestra. Al analizar los valores obtenidos (ANOVA
simple y prueba Tukey 95%) se encontré que para la actividad antioxidante por DPPH, no
existe diferencia significativa entre EC y LIP, mientras que los contenidos de polifenoles de
ESC, EC y LIP son significativamente diferentes.

Si bien se ha determinado el contenido de polifenoles, este método no es suficiente
para conocer la composicién detallada del extracto. Es probable que los polifenoles
que se hayan extraido del material vegetal sean compuestos de pesos moleculares bajos

0 medios, dado que éstos se pueden extraer empleando diferentes disolventes acuosos
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y acuoso-organicos, ya que los compuestos con un elevado peso molecular tienden a
quedarse unidos al material vegetal (Pérez-Jiménez, 2011). El extracto vegetal
posiblemente es una mezcla de compuestos fendlicos de pesos moleculares bajos o
medios solubles en el solvente etanol: agua (70:30) y que a su vez pueden estar
asociados con otros componentes de la planta tales como carbohidratos y proteinas,
ademas de otras sustancias no fenolicas acidos organicos y grasas (Dai & Mumper,
2010).

Considerando que no existe un consenso sobre los métodos y los procedimientos de
para determinar la actividad antioxidante, existe una dificultad para comprar resultados
entre si, sin embargo se ha recomendado que la actividad antioxidante no se concluya
en base a un unico modelo de prueba. En este caso se encontré que la actividad
antioxidante por DPPH depende de los polifenoles presentes en el extracto, sin
embargo, el método DPPH no es una especie radical de significado biologico
(Fernandez et al., 2006) y se ha encontrado que estructuras polifendlicas que presentan
una mayor capacidad antioxidante in vitro, no necesariamente la tienen in vivo,
ademas, en el método Folin-Ciocalteu otros componentes del extracto, que no sean
polifenoles pueden interferir en la cuantificacion de compuestos fendlicos totales
como es el caso de aminas aromaticas, azlcares a niveles elevados, acido ascorbico,
acidos organicos, proteinas, entre otros (Dai & Mumper, 2010; Pérez-Jiménez, 2011).
Por lo expuesto, Wu et al. (2011) recomienda que se analice la capacidad antioxidante

en un sistema de células vivas y con antioxidantes fisioldgicamente relevantes.

4.1.4 Actividad antioxidante in vivo usando Saccharomyces cerevisiae como

modelo

El método utilizado para medir la capacidad antioxidante del extracto etandlico y
liposomas de G. mulfordii se basa en el analisis de la razén de crecimiento de S.
cerevisiae, este parametro permite identificar si el agente estudiado tiene un efecto
antioxidante cuando es significativamente superior a 1 y pro-oxidante cuando esta
significativamente por debajo de 1. La razon de crecimiento con valor 1 en la curva

efecto es equivalente a la curva de crecimiento control.

Se evaluaron concentraciones entre 0,25 mM a 10 mM de peroxido de hidrégeno como

agente oxidante. La curva efecto generada (ver figura VII) mostré una disminucién
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inicial drastica de las razones de crecimiento que esta relacionada directamente a la
duracion de la fase de adaptacion, posteriormente, las razones de crecimiento tienden
a estabilizarse e incrementar sus valores debido a que la levadura entra a la fase de
crecimiento exponencial, los valores maximos de las razones de crecimiento que
tienden a estabilizarse representan a la fase estacionaria del crecimiento de S.

cerevisiae.

Las concentraciones de H>O» desde 0,25 mM a 3 mM mostraron que al aumentar la
concentracion del agente oxidante las razones de crecimiento van disminuyendo y la
fase de crecimiento y estacionaria tardan mas en alcanzarse, sin embargo, desde la
concentracion 4 mM no existe un efecto l6gico, encontrandose equivalencias entre la
razon de crecimiento minima alcanzada por ImM y 10 mM y la generada por 3 mM,
4 mM y 10 mM. Estos resultados pueden tener explicacion en base a una respuesta
funcional analoga de la levadura a la respuesta SOS bacteriana (Fu, Pastushok, & Xiao,
2008)
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Figura VII. Curvas efecto del peroxido de hidrégeno en el crecimiento de S. cerevisiae. La razon de
crecimiento se obtuvo al dividir 1a D. 04 ., d€ la curva de crecimiento sometida a H,O; (1 h) para la
D. 0400 nm de la curva de crecimiento sin H,O- (control). Al analizar las razones de crecimiento minimas
alcanzadas (ANOVA simple y prueba Tukey 95%), se encontraron diferencias significativas entre el
control (razon de crecimiento =1) y las correspondientes a las concentraciones de H,O; y diferencias
significativas entre las razones de crecimiento minimas alcanzadas por las concentraciones de HO; a
excepcidén de dos grupos con efectos homogéneos (grupo 1 [ImM y 10 mM] vy grupo 2 [3mM, 4 mM
y 10 mM]).
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Considerando estos resultados, se seleccionaron las concentraciones 0,5 mM y 3 mM
de H202 para simular condiciones de estrés bajo y alto ya que sus razones de

crecimiento estan més distanciadas y muestran fases de crecimiento méas marcadas.

En varios ensayos se ha reportado el uso de peréxido de hidrogeno como modelo

promotor del estrés oxidativo (Castangia et al., 2015; Pelaez, 2016; Wu et al., 2011).

La generacién de ROS tiene dos origenes, un enddgeno y un exdgeno (Wu et al., 2011).
Segun la metodologia de este ensayo, en la levadura debe darse una generacion
endogena de ROS como parte de los procesos metabdlicos normales entre ellos la
respiracion aerdbica (Estruch, 2000), dado que el crecimiento de S. cerevisiae se
desarroll6 en condiciones de aireacion. Por otro lado, la levadura fue incubada por 1 h
en un medio de cultivo con perdxido de hidrogeno lo que representa una fuente de

origen externo de ROS.

Si bien, bajas concentraciones de ROS son necesarias en la célula para la transduccién
de sefiales celulares en procesos tales como proliferacion, apoptosis, inflamacion y
respuesta inmune, un desbalance entre las defensas antioxidantes y la produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno y / o nitrégeno (ROS / RNS) genera estrés
oxidativo (Dai & Mumper, 2010).

Cuando una célula esta sometida al estrés oxidativo se desarrollan mecanismos de
defensa que pueden ser enzimaticos (primera linea de proteccion) y no enzimaticos
(segunda linea de proteccidn) (Pelaez, 2016). Entre los enziméticos se encuentran la
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa o glutation reductasa,
peroxirredoina, tiorredoxina y tiorredoxina reductasa (Wu et al., 2011) que neutralizan
las especies reactivas, por otro lado, los sistemas de defensa no enziméticos
comprenden compuestos antioxidantes como la albumina, glutation, bilirrubina, acido
drico, ubiquinona o melatonina (Fernandez et al., 2006). Se pueden considerar dos
grupos de enzimas: un grupo (incluyendo superdéxido dismutasas, catalasas y
peroxidasas) actuan directamente desintoxicando ROS vy el otro grupo (que incluye
sistemas de tiorredoxina y glutaredoxina) actian como reguladores redox de los tioles

protéicos (Herrero et al., 2008)
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De la Figura VII, se puede deducir que los mecanismos de defensa no fueron
suficientes para proteger a la célula del estrés oxidativo, ya que se observé una
disminucion dréstica de las razones de crecimiento como consecuencia de una muerte
y/o detencién del crecimiento celular. Dai & Mumper (2010) aseguran que las ROS,
particularmente H20. son potentes reguladores de la replicacion celular, guardando
relacion con Wu et al. (2011), quien menciona que en circunstancias en las que los
sistemas antioxidantes celulares no son adecuados, se usan cambios fisiolégicos como
la detencion del ciclo celular para proteger a la célula, siendo ésta una caracteristica
conservada de la levadura en respuesta a diferentes formas de estrés oxidativo.
Ademas, se ha mencionado que si las defensas del estrés oxidativo no son suficientes,
las especies reactivas producen dafio oxidativo a biomoléculas como a componentes
celulares (Fernandez et al., 2006) causando dafio al ADN, lipidos y proteinas, lo que

puede provocar la muerte celular (Pelaez, 2016).

Varios mecanismos se han reportado en las células ante situaciones de estrés, como:
induccion de proteinas de estrés, modificacion de la composicion de la membrana y la
represion de la traduccion mediante la regulacion de la expresion génica
correspondiente a través de vias de transduccion de sefiales desencadenadas por estrés
(Takagi, 2008). Respecto a la induccién de estrés, especificamente con H202, Godon
et al. (1998) llevaron a cabo una caracterizacién de todo el genoma de un estimulo
inducible por H20. en S. cerevisiae y encontraron 167 proteinas expresadas
diferencialmente, siendo las proteinas relacionadas directamente con la defensa
antioxidante celular, la maquinaria de traduccion, las proteasas y el metabolismo de
los carbohidratos, algunas de las funciones celulares afectadas. Las enzimas
metabolicas también se incluyen como dianas sensibles a H,O. y al parecer ocurre una

posible ralentizacion de la glucolisis (Pelaez, 2016).

Para determinar la capacidad antioxidante de los liposomas y extracto de G. mulfordii
en levadura sometida a condiciones de estrés se utilizé el método propuesto por Peldez
(2016), quien realizé modificaciones a la metodologia planteada inicialmente por Wu
et al. (2011), ambos autores trabajaron con cepas certificadas de levadura. En este
trabajo se controla el crecimiento de la levadura a tiempo real después de que ha sido
incubada 18 h con el posible agente antioxidante y sometida por 1 h al agente oxidante,

al lavar las levaduras con PBS se evita la interaccion que podria darse entre los agentes
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antioxidantes y oxidantes e incluso con los componentes del medio de cultivo (Pelaez,
2016).

Se encontro que los liposomas del extracto etandlico de G. mulforddi muestran una
actividad antioxidante superior al extracto etandlico sin microencapsular y a la

vitamina C utilizada como control (ver figuras VIl y IX).

La vitamina C fue evaluada a tres concentraciones 0,25 mM, 0,5 mMy 2 mM, en tres
niveles de estrés. Cuando la levadura no esta sometida a condiciones de estrés, las
concentraciones de vitamina C 0,25 mM y 0,5 mM presentan un efecto antioxidante
significativo. Ante condiciones de estrés bajo el Unico efecto significativo encontrado
es el correspondiente a la concentracion 2 mM que actia como pro-oxidante. En

condiciones de estrés alto ninguna concentracion de vitamina C ejerce efecto.

En este trabajo se observd que a la condicion de estrés nulo, el extracto a 150 mg/L
tiene una actividad equivalente a la vitamina C 0,5 mM (razones de crecimiento
méaximas sin diferencia significativa), mientras que a todos los niveles de estrés los
liposomas superan a su respectivo efecto protector de la vitamina C, concordando con
lo reportado en la bibliografia ya que los compuestos fendlicos se consideran
poderosos antioxidantes y han demostrado ser antioxidantes incluso mas potentes que
la vitamina C (Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley, & Pridham, 1995; Rice-Evans,
Miller, & Paganga, 1996), también Peldez (2016) ha encontrado razones de
crecimiento del extracto de cacao (cercanas a 3) que superan a la actividad antioxidante

de la vitamina C (cercana a 2,5).

Las celulas tienen sistemas antioxidantes no enzimaticos y uno de ellos es la vitamina
C (Wuetal., 2011) que reacciona y neutraliza a los radicales libres (especialmente a
los radicales peroxilo) transformandose en el radical dehidroascorbato que es menos
reactivo que los radicales que existian antes, existen sistemas enzimaticos
intracelulares que regeneran el dehidroascorbato a su forma original, utilizando
NADH o GSH como poder reductor (Pérez-Jiménez, 2011). Se ha descrito que en el
H>O, oxida al ascorbato para producir deshidroascorbato y agua, siendo el

dehidroascorbato relativamente estable y menos toxico (Wu et al., 2011)
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Figura VIII. Curvas efecto de la vitamina C en el crecimiento de S. cerevisiae. La razon de crecimiento
se obtuvo al dividir 1a D. Ogyq »m de la curva de crecimiento sometida a la vitamina C (18 h) y al H»0>
(1 h) parala D. 0449 nm de la curva de crecimiento sometida a la vitamina C (18 h) y sin H>O; (control).
Las barras de error representan las desviaciones estdndar. Los puntos encerrados por las lineas
entrecortadas presentan diferencia significativa respecto a la curva control (razén de crecimiento =1)
segin un ANOVA simple y prueba Tukey 95%.

La capacidad del ascorbato para provocar actividad antioxidante intracelular podria
deberse a que durante el periodo de tratamiento con ascorbato, la levadura podria
acumular el antioxidante ya que se ha demostrado que esto ocurre en otras células
eucariotas (Welch et al.,, 1995), de modo que, el ascorbato acumulado
intracelularmente puede jugar un papel protector en la exposicién al oxidante. Catani
et al. (2001) demostraron que varios genes estaban regulados positivamente por el
ascorbato, tales respuestas de expresion génica dieron como resultado la proteccion

celular contra el dafio oxidativo, en ese caso, inducido por UV.

A pesar de lo mencionado, la actividad antioxidante del acido ascorbico se observé
Gnicamente en la condicion de estrés nulo, lo que no concuerda con Wu et al. (2011)
que encontrd que bajo condiciones de estrés inducido por peroxido de hidrogeno el
ascorbato es capaz de inducir resistencia en S. cerevisiae, también Pelédez (2016)
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encontré que a condicion de estrées 0,5 mM y 4 mM de HO: la vitamina C genera
efectos antioxidantes significativos con razones de crecimiento maximas superiores a

1,5y 2, respectivamente.

Las concentraciones evaluadas de extracto y liposomas fueron 0,1 mg/L, 4 mg/L, 150
mg/L y 500 mg/L ante condiciones de estrés nulo, bajo (0,5 mM H20,) y alto (3 mM
H20>) (ver figura 1X).

Cuando la levadura no esta sometida a condiciones de estrés, las concentraciones de
liposomas 500 mg/L, 150 mg/L, 4 mg/L y 0,1 mg/L ejercen un efecto antioxidante
significativo, en contraste con 150 mg/L, la Gnica concentracion de extracto etanolico
que ejerce actividad antioxidante. Las razones de crecimiento mas altas se alcanzaron

con liposomas 500 mg/L.

Ante condiciones de estrés bajo, las concentraciones de liposomas 500 mg/L, 150
mg/L ejercen un efecto antioxidante significativo y la concentracién 4 mg/L ejerce un
efecto pro —oxidante. En este caso ninguna concentracién de extracto etanélico posee
actividad antioxidante, al contrario, las concentraciones 500 mg/L, 150 mg/L y 0,1
mg/L presentan actividad pro —oxidante.

En condiciones de estrés alto, las concentraciones de liposomas 500 mg/L, 150 mg/L
ejercen un efecto antioxidante significativo y la concentracion 4 mg/L ejerce un efecto
pro —oxidante. Ninguna concentracién de extracto etandlico posee actividad
antioxidante, mas bien, las concentraciones 500 mg/L, 150 mg/L y 0,1 mg/L presentan

actividad pro —oxidante.

La tendencia de las concentraciones de extracto y liposomas que tienen efecto

antioxidante o pro-oxidante se mantiene para las dos condiciones de estres.

Para las tres condiciones de estrés evaluadas se encontré que a las mismas dosis el
extracto de G. mulforddi encapsulado en liposomas ejerce un efecto antioxidante
mayor y en algunos casos ejerce un efecto antioxidante en lugar del pro-oxidante
producido por el extracto, este suceso se ha reportado también en otras investigaciones.
Se sabe que la actividad antioxidante del extracto durante su microencapsulacion se
modifica ya que como liposoma adquiere nuevas caracteristicas fisicoquimicas, la

estructura, tamafio, estabilidad y propiedades de las superficies, que causan un efecto
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en su biodistribucion (Gortzi et al., 2008), por tanto, son estas propiedades las que

definen la eficiencia de los liposomas como transportadores de compuestos bioactivos.
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Figura IX. Curvas efecto de extracto y liposomas de G. mulfordii en el crecimiento de S. cerevisiae. La
razén de crecimiento se obtuvo al dividir la D. Og0 . de la curva de crecimiento sometida al agente
antioxidante (18 h) y al H.O- (1 h) para la D. Oggg nm de la curva de crecimiento sometida al agente
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control (raz6n de crecimiento =1) segin un ANOVA simple y prueba Tukey 95%.
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Los liposomas mejoran el transporte y la biodisponibilidad de sus compuestos activos
encapsulados haciéndolos mas accesibles a la célula que el extracto solo. Se ha
encontrado que los liposomas simulan el comportamiento de las membranas celulares
lo que los hace Utiles en el desarrollo de farmacos que puedan dirigirse a membranas
con una composicion especifica (Taylor, Davidson, Bruce, & Weiss, 2005),ademas,
muchas actividades como las interacciones de union y endocitosis se han visto
influenciados por carga de la superficie de los liposomas (Miller, Bondurant, McLean,
McGovern, & O’Brien, 1998).

El hecho que los liposomas generen una actividad antioxidante mientras que el extracto
sin microencapsular genera una actividad pro-oxidante tendria explicacion en que los
liposomas cambian la toxicidad de los componentes encapsulados (Arsi¢ et al., 1999),
probablemente la incubacion de la levadura con liposomas y con extracto generan
diferentes compuestos biodisponibles para la levadura, si bien los componentes
microencapsulados son los mismos que el extracto solo, los antioxidantes naturales
presentan una baja solubilidad e incapacidad para atravesar la membrana celular
(Bonechi et al., 2018), en este punto, interviene los liposomas como vesiculas esféricas
de una sola bicapa (unilamelares) o de mas de una bicapa (multilmelares) (Gibis et al.,
2014) que por su anfifilidad (Arsi¢ et al., 1999) son capaces de transportar moléculas
hidrofilicas, hidrofobicas y anfifilicas (Bonechi et al., 2018), de modo que las
sustancias hidrofébicas son incorporadas en las bicapas lipidicas, mientras que los
compuestos hidrofilicos se disponen en el interior, formando un nucleo acuoso y como
los compuestos fendlicos del extracto son compuestos polares, se localizan dentro de
la parte acuosa (Roostaee et al., 2017). Por otra parte el tamafio de los compuestos
tiene un efecto directo en la absorcion de compuestos, se ha observado en algunos
ensayos que los compuestos mas pequefios tienen una mayor concentracion en sangre
y por tanto son los que se absorben mejor y tienen mas probabilidades de alcanzar el
6rgano diana (Peléez, 2016). Es posible que sean los polifenoles de menor tamafio los
que sean absorbidos por la levadura y generen un efecto antioxidante.

Los liposomas presentan una ventaja, la liberacién controlada de compuestos, se ha
reportado que la capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos depende de la
interaccion con las bicapas y su localizacion dentro de los liposomas, de modo que la
velocidad de liberacion de los compuestos hidrofilicos (localizados dentro de la regidn

acuosa de los liposomas) puede verse disminuida (Roostaee etal., 2017). La liberacién
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lenta puede estar asociada a la interaccion entre las bicapas y los compuestos fenolicos
del extracto debido a la formacion de enlaces hidrogeno entre la zona polar de los
fosfolipidos y los grupos OH de esos compuestos (Rafiee, Barzegar, Sahari, &
Mabherani, 2017).

La formulacion utilizada en este trabajo para la elaboracién de los liposomas incluye
lecitina de soya y lactosa. La lecitina de soya es una mezcla de fosfatidilcolina -
etanolamina e inositol como componentes principales y estd clasificada como un
ingrediente alimenticio seguro, dado que es biodegradable, biocompatible y no tdxico
(Gibis et al., 2014), por lo tanto, es de uso seguro en las levaduras. Ademas, se han
encontrado reportes que afirman que la lecitina tiene un potencial como antioxidante
que depende directamente del contenido de fosfolipidos (Arsi¢ et al., 1999; Roostaee
et al., 2017), otro estudio afirma que la lecitina tiene actividad antioxidante ya que
retarda la oxidacion lipidica al captar los radicales libres y convertir los hidroperoxidos
en productos estables, también tiene un efecto sinérgico con los compuestos fendlicos,
porque al donar un dtomo de hidrégeno del grupo amino de los fosfolipidos regenera
al compuesto fenolico oxidado (Roostaee et al., 2017). Los fosfolipidos de soya son
capaces de interactuar con las membranas celulares, cambiando la composicion de sus

acidos grasos, por tanto, podrian actuar como ingredientes activos (Marin et al., 2018).

Aunque ciertos reportes aseguran que la lecitina ejerce una actividad antioxidante, en
este trabajo se analizo la capacidad antioxidante de liposomas vacios (a una dosis
equivalente a las probadas para liposomas) ante las condiciones de estrés establecidas
y en ningun caso se encontrd que tienen un efecto antioxidante, por el contrario en
varios casos se encontrd que su actividad es mas bien pro-oxidante y al parecer su
actividad es dosis-dependiente (resultados no mostrados). En consecuencia, las
bicapas lipidicas de los liposomas no tienen actividad antioxidante por si solas y
ejercen un efecto antioxidante Unicamente por su interaccion con los compuestos

antioxidantes encapsulados.

Se sabe que los compuestos fendlicos son los responsables de la capacidad
antioxidante, si bien los mecanismos de accidn de estos compuestos todavia no se han
dilucidado completamente (Peléez, 2016) se han sugerido varios mecanismos. Se ha
evidenciado que la estructura de los polifenoles determina su capacidad antioxidante

(Siquet, Paiva-Martins, Lima, Reis, & Borges, 2006), los polifenoles poseen
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estructuras con anillos aromaticos, dobles enlaces conjugados y sustituyentes hidroxilo
a partir de los cuales ejercen su accion antioxidante (Perez-Jiménez, 2011), ya que una
de las principales caracteristicas de los polifenoles es donar hidr6geno o electrones a
los radicales libres, lo que conduce a la formacion de moléculas estables (Ganji &
Sayyed-Alangi, 2017). Los compuestos fenolicos podrian estar incorporados en las
bicapas lipidicas de la membrana y actuar como donantes de hidrégeno, lo que lleva a
la estabilizacion de radicales libres y evita la formacién de radicales lipidicos (Dani et
al., 2008), ademas de modificar la estructura y fluidez de los lipidos de membranas
(Pifia, 2011). Segun lo reportado, los polifenoles ejercen un efecto antioxidante
mediante tres mecanismos: eliminando especies radicales (ROS y/o RNS) ,
suprimiéndolas al inhibir algunas enzimas o trazas de metales implicados en la
produccion de radicales libres y como defensa antioxidante reguladora o protectora
(Dai & Mumper, 2010). Se ha mencionado que algunos polifenoles, ademés de su
propia accién antioxidante, pueden potenciar las actividades de enzimas antioxidantes
, como la geniesteina, una isoflavona que potencia la catalasa, la glutation peroxidasa,
la glutation reductasa y la SOD (Donma & Donma, 2005).

Los efectos fisioldgicos de los polifenoles pueden ir méas alla de la modulacién del
estrés oxidativo, se ha demostrado que podrian interactuar con las cascadas de
sefializacion celular que regulan la actividad de los factores de transcripcion y por lo
tanto, afectan la expresion de los genes (Pelaez, 2016), los polifenoles modulan la
actividad de una amplia gama de enzimas y receptores celulares y de esta manera,
tienen otras acciones bioldgicas especificas para prevenir y tratar enfermedades (Dai
& Mumper, 2010).

Se han observado efectos sinérgicos mutuos entre diferentes compuestos fendélicos o
con otros antioxidantes no fendlicos (Vinson, Su, Zubik, & Bose, 2001) haciendo
referencia que una combinacion de antioxidantes fendlicos u otros ejerce un mejor

efecto antioxidante que el compuesto individual puro (Dai & Mumper, 2010).

Si bien los polifenoles son responsables de una variedad de efectos positivos, en este
estudio se encontrd que las concentraciones 500 mg/L, 150 mg/L y 0,1 mg/L de
extracto y unicamente la concentracion 4 mg/L de liposomas, en todos los casos a

condiciones de estrés bajo y alto tienen un efecto pro-oxidante, a diferencia de la
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vitamia C que Unicamente tuvo un efecto pro-oxidante a la concentracion 2 mM a

condicion de estrés bajo.

La actividad pro-oxidante encontrada en las dosis altas 500 mg/L, 150 mg/L de
extracto (estrés bajo y alto) concuerda con otros estudios que han reportado que la
actividad de ciertos antioxidantes no se incrementa linealmente con el incremento de
su concentracion, incluso en altos niveles de adicion pueden tener un efecto pro-
oxidante (Gortzi et al., 2008; Peléez, 2016). A condiciones de estrés bajo y alto, los
liposomas a concentracion baja 4 mg/L tiene un efecto pro-oxidante respecto a la
actividad antioxidante a concentraciones altas 150 y 500 mg/L y la concentracion 0,1
mg/L de extracto tiene un efecto pro-oxidante en contraste con 4 mg/L de extracto que
no tiene actividad, estos resultados sugieren que tanto liposomas como extracto tienen
efecto dosis- dependiente (ver figura X), tal efecto ha sido encontrado en el estudio de
la actividades bioldgicas de extractos vegetales (Hsu, 2006; Lugman, Srivastava,
Kumar, Maurya, & Chanda, 2012)

Se encontrd un efecto pro-oxidante solamente bajo condiciones de estrés bajo vy alto,
lo que podria tener explicacion en reportes que sefialan que algunos antioxidantes
fendlicos pueden iniciar un proceso de autooxidacion y actuar como prooxidantes en
ciertas condiciones, en lugar de terminar una reaccion en cadena de radicales libres al
reaccionar con un segundo radical, el radical fenoxi también puede interactuar con el
oxigeno y producir quinonas (P = O) y anion superdoxido (O2 ¢ -), los iones de metales
de transicidn también podrian inducir actividad prooxidante. Algunas condiciones que
favorecen a la autooxidacién de los compuestos fendlicos son, por ejemplo, un pH alto
con altas concentraciones de iones de metales de transicion y moléculas de oxigeno
presentes (Ann E. Hagerman et al., 1998). Respecto a la vitamina C, hay que tener en
cuenta que las mezclas de ascorbato de hierro y de cobre estimulan el dafio de radicales
libres al ADN, lipidos y proteinas in vitro, asi mismo, estas mezclas pueden inactivar
rapidamente distintas enzimas antioxidantes, como la catalasa (Pérez-Jiménez, 2011).
No se tiene conocimiento sobre posible presencia de metales de transicion en el medio

de cultivo.

Paraddjicamente, las actividades prooxidativas de los polifenoles se han relacionado
con efectos anticancerosos (Peldez, 2016). Algunos estudios han demostrado que los

compuestos fenolicos naturales exhiben un efecto diferencial en el cancer frente a las
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células normales, pudiendo inhibir la formacién y el crecimiento de tumores por
induccidn de detencidn del ciclo celular y apoptosis , otros estudios in vitro también
sugieren que los efectos antiproliferativos de algunos antioxidantes polifendlicos en
las células cancerosas se deben en parte a sus acciones prooxidantes, sin embargo, se
ha propuesto que esta propiedad oxidativa depende de la cantidad de oxigeno disuelto
en el medio de prueba ya que la presién parcial de oxigeno en un sistema de cultivo
celular (160 mmHg) es mucho maés alta que en la sangre o los tejidos (<40 mmHg),
por tanto, no esta claro si puede darse un mecanismo similar in vivo (Dai & Mumper,
2010).

Hay que considerar que al igual que ocurre con otros compuestos antioxidantes, la
ingesta de polifenoles se debe mantener dentro de unos rangos para que sus posibles
efectos beneficiosos no se transformen en negativos para la salud ya que en estos
compuestos existe un delicado equilibrio entre actividad antioxidante y prooxidante
(Pérez-Jiménez, 2011), por eso es Util estudiar las relaciones dosis- respuesta (ver
figura X).

Raziom e crecimiento

Concentracién (mg/L)

—A—() mM H202-Liposoma  —@—0 mM H2O2-Extracto 0,5 mM H202- Liposomas
—0—0,5 mM H202- Extracto -4A—3 mM H202 - Liposoma —©—3 mM H202- extracto

Figura X. Curvas dosis-respuesta en el crecimiento de S. cerevisiae. Las curvas se construyeron
tomando en cuenta el valor mas alto en el caso de un efecto antioxidante y el valor mas bajo en el caso
de un efecto pro-oxidante. Los puntos de color blanco no presentan diferencia significativa respecto a
la curva control (razén de crecimiento =1) segin un ANOVA simple y prueba Tukey 95%. Las barras
de error representan las desviaciones estandar.
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En consecuencia, en este trabajo se ha observado que el extracto de G. mulfordii
modifica sus propiedades con la encapsulacion en liposomas incrementando su
capacidad antioxidante al aumentar la superviencia celular de S. cerevisiae,
probablemente debido a que los liposomas actGan como sistemas de administracion
que aseguran la captacion celular de los compuestos del extracto que de otro modo no

serian accesibles para la levadura.

Los resultados encontrados son utiles como primer andlisis del efecto que el extracto
y liposomas de G. mulfordii podrian tener en eucariotas superiores dado que S.
cereviciae es un modelo eucariotico, sin embargo estos resultados no pueden
extrapolarse a los seres humanos, siendo necesarios mas estudios que evallen la

capacidad antioxidante y los posibles efectos secundarios de G. mulfordii.

4.2 Verificacién de hipotesis

4.2.1 Hipdtesis nula

Los liposomas obtenidos a partir del extracto etandlico de G. mulfordii no tienen

actividad antioxidante. Se rechaza.
4.2.2 Hipdtesis alternativa

Los liposomas obtenidos a partir del extracto etandlico de G. mulfordii si tienen
actividad antioxidante. Se acepta la hipdtesis alternativa ya que en el ensayo in vivo se
observo que los liposomas ejercen una actividad antioxidante en contraste con el

extracto sin microencapsular.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se evalud la actividad antioxidante de liposomas obtenidos a partir del extracto
etanolico de Greigia mulfordi, encontrando que los liposomas presentan un
contenido de polifenoles menor al extracto sin microencapsular, sin embargo, su
capacidad antioxidante en S. cerevisiae es superior al extracto, superando incluso
a la actividad de la vitamina C.

Se establecieron las condiciones Optimas de extraccion de compuestos
antioxidantes de Greigia mulfordii, siendo 1 h el tiempo al que se debe someter a
ebullicién la mezcla solvente - material vegetal en una relacion 22,65 ml: 1g,
utilizando etanol al 70 % como solvente.

Se obtuvieron liposomas a partir del extracto etandlico de Greigia mulfordii,
lecitina de soya y lactosa mediante la técnica de secado por aspersion,
encontrandose que el extracto microencapsulado es el responsable de la actividad
antioxidante mas no los ingredientes utilizados en la formulacion del liposoma.
Se compard la actividad antioxidante in vitro de liposomas y extracto, encontrando
que el extracto etanolico de Greigia mulfordii microencapsulado en liposomas
tiene un contenido de polifenoles mas bajo que el extracto etandlico sin
microencapsular y una actividad antioxidante en el método DPPH que no es
concluyente ni comparable debido posiblemente a problemas en la solubilidad de
la bicapa lipidica de los liposomas.

Se comparo la actividad antioxidante in vivo de liposomas y extracto, encontrando
que la microencapsulacion del extracto etandlico de Greigia mulfordii en
liposomas le otorga, ya sea, una actividad antioxidante que antes no tenia 0 un
incremento de la misma. El efecto antioxidante de los liposomas y extracto en S.
cerevisiae tiene una relacion dosis —dependiente, siendo la concentracién 500 mg
/L de liposomas la que ejerce una actividad antioxidante mas alta para todas las

condiciones de estrés.
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5.2 Recomendaciones

e Utilizar cepas de S. cerevisiae certificadas para evitar las posibles variaciones
entre levaduras aisladas tradicionalmente.

e Realizar un analisis mas detallado de la composicion del extracto etanolico de
Greigia mulfordii.

e Separar el extracto etandlico de Greigia mulfordii en fracciones y analizar su
actividad antioxidante in vitro e in vivo por separado.

e Determinar la actividad antioxidante in vivo, en S. cerevisiae utilizando agentes

oxidantes diferentes al peréxido de hidrégeno.
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ANEXOS

Anexo A. Resumen del proceso experimental
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Figura XI. Flujograma de fase procedimental.
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Anexo B. Curvas de calibracion
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Figura XII. Curva de calibracion para determinar el contenido de polifenoles
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Figura XI1I. Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante mediante

inhibicién de DPPH.
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