provincia de buenos aires

comision de

investigaciones cientificas

Calle 526 e/ 10y 11 1900 La Plata

Tel. Fax: (0221) 421 7374 / 6205 int.143 PERSONAL DE APOYO ALA
D.E.: perapoyo@cic.gba.gov.ar INVESTIGACION Y DESARROLLO

INFORME PERIODO: 2016- 2017

1. APELLIDO: SCHINELLA
Nombre(s): Guillermo Raul

Titulo(s): Quimico / Magister en Plantas Medicinales Direccion Electrénica:

2. OTROS DATOS
INGRESO: Categoria: Adjunto Mes: noviembre Ano: 1991
ACTUAL: Categoria: Principal Mes: agosto Ano: 1999

3. PROYECTOS DE INVESTIGACION EN LOS CUALES COLABORA

Codirector de proyecto:

1. “Efectos de productos naturales utilizados en la alimentacidon y medicina tradicional en
isquemia y reperfusién miocardicas en ratas normotensas e hipertensas espontaneas (11/M169)”.
Universidad Nacional de La Plata. Programa de Incentivos a Docentes-Investigadores. Secretaria de
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7. RESUMEN DE LA LABOR QUE DESARROLLA

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) desempenan un papel importante en la
homeostasis redox celular y en la fisiopatologia de varias enfermedades. Cuando se produce un
desequilibrio entre la formacion de ERO vy el sistema de defensa antioxidante, se establece el estrés
oxidativo. El resultado de este ataque no especifico de las ERO es la pérdida de la integridad celular,
funcién enzimatica y estabilidad gendmica. Este dafio oxidativo parece estar involucrado en el
envejecimiento y en varias enfermedades degenerativas relacionadas con él, como son las
enfermedades cardiovasculares, inflamacion, cataratas, disfunciones cognitivas, cancer, etcétera.

El uso de diferentes modelos experimentales donde participan las ERO, tales como el de
induccién de insulinorresistencia en ratas sometidas a una dieta rica en sacarosa y el dafio
miocardico inducido por isquemia y reperfusion en corazon aislado de ratas, permiten proponer
tratamientos con compuestos quimicos o extractos de reconocida actividad antioxidante con la
finalidad de evitar las alteraciones fisiopatoldgicas que se generan y conocer los mecanismos que
generan estrés oxidativo. Durante este periodo, también se desarrollaron modelos in vivo e in vitro
con la finalidad de evaluar compuestos con actividad quimioterapica y antiinflamatoria. en procesos

inducidos por mutantes proamiloidogenicos de apo Al.




8. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

8.1. Efecto de los antioxidantes sobre la produccidén de radicales libres en diferentes
modelos fisiopatolégicos.

8.1.1. Insulinorresistencia: Efecto de un extracto enriquecido con polifenoles de
cacao.

Un extracto enriquecido con polifenoles de cacao (ERPC) de reconocida actividad
antioxidante fue seleccionado con el objetivo de estudiar sus potenciales efectos para
corregir las alteraciones endocrino-metabdlicas producidas por la sacarosa.

Se utilizaron ratas machos Wistar normales (180-200 g) alimentadas con dieta comercial
estandar. Los tratamientos realizados fueron: 1) agua corriente (control [Bl]); 2) solucién
acuosa sacarosa 10% en agua de bebida (control sacarosa [C]), 3) ERPC, 200 mg/kg/dia,
v.0., con 10% de sacarosa en agua de bebida [SC]. Los animales (n= 8/lote) se sacrificaron
a los 35 dias de tratamiento.

En el informe anterior demostramos que el tratamiento con ERPC evito la
insulinorresistencia y el dano oxidativo hepatico inducido por la dieta rica en sacarosa a
través de la activacion de la via Akt/eNOS.

Durante este periodo se evaluaron indicadores de inflamacioén hepatica (método western
blot), tales como COX-2 e iNOS. Los resultados obtenidos nos permiten observar que el
tratamiento con ERPC redujo los indicadores de inflamacién inducidos por la dieta rica en
sacarosa (Figura 1)
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Figura 1

Mi participacion en este estudio es la de codireccion del proyecto (11/M192),
interviniendo en la planificacion, coordinacion de trabajo y analisis de resultados.

8.1.2. Isquemia — Reperfusién: efecto cardioprotector y antioxidante de isoespintanol.

El isoespintanol es un monoterpeno aislado de hojas de Oxandra xf. xylopiodes
(Annonaceae) con reconocida actividades antinflamatoria (Rojano et al; 2007) y antioxidante
(Rojano et al;, 2008).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto cardioprotector del isoespintanol
inducido por un proceso de isquemia-reperfusion en corazén aislado de rata.



Metodologia:

1) Material vegetal: El isoespintanol fue provisto por el Dr. Benjamin Rojano de la
Universidad Nacional de Colombia (sede Medellin).

2) Evaluacion de la funcién miocardica y tamafno de infarto: La actividad
cardioprotectora de isoespintanol se evalué en corazon aislado rata mediante la técnica de
Langendorff, con un protocolo en que se sometio al corazén (n= 6) a un periodo de isquemia
global de 40 min y seguidos de 10 min de reperfusidn con isoespintanol (10 ug/mL) y 50 min
en ausencia del extracto. La funcién miocardica se evaluo a través de la presiéon desarrollada
en el ventriculo izquierdo (PD, %) y la rigidez miocardica a través de la presion diastolica
final en el ventriculo izquierdo (PDF, mmHg). Con el fin de evaluar el tamafo del infarto se
midi6 el area en riesgo utilizando el método de doble tincién con azul de Evans y cloruro de
trifeniltetrazolio. Con la finalidad de evaluar la participacion de la 6xido nitrico sintasa (NOS),
proteincinasa C (PKC) y fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), otros corazones (n = 4) fueron
tratados con 1 mM de NG-nitro-L-arginina metil éster (L-N), 1uM de Celeritrina (Ce) y 1 mM
de Wortmanina (Wort), respectivamente.

Resultados: El tratamiento con isoespintanol redujo significativamente el tamano de
infarto respecto al Cl (P<0,01), ese efecto fue anulado significativamente cuando los
corazones se trataron con L-N, Ce y Wort, demostrando que NOS, PKC y PI3K estan
involucradas en la disminucién del tamafio del infarto. (Fig 1)
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Respecto al analisis de los resultados de la funcién miocardica, el isoespintanol, al final
de la reperfusion, recupero significativamente la fuerza de contraccién (%PD) en un 63%
respecto al Cl que fue de 17% (P<0,01). La PDF, un indicador del estado de contractura
miocardica, también fue significativamente inferior a los Cl (P<0,01). Nuevamente, a través
de la funcion miocardica, se demuestra que NOS, PKC y PI3K estan involucradas en la
cardioproteccion. (Tabla 1)



Tabla 1

NIC (3 ISO ISO+L-N ISO+ CE | ISO+WORT
%PD 8012 1713 637 28110 2416 178
PDF 741 52+7 2545 6146 61+10 6017
%+dp/dt 80+4 18+4 6618 2049 2546 18+8
%-dp/dt 7844 1744 6217 28410 26+7 20+10

v Rojano B, Pérez E, Figadére B, Martin MT, Recio MC, Giner R, Rios JL, Schinella G, Saez J.
Constituents of Oxandra cf. xylopioides with anti-inflammatory activity. J Nat Prod. 2007; 70(5):835-8.

v Rojano BA, Gavidia CA, Gil MA, Saez JA, Schinella GR, Tournier HA. [Antioxidant activity of the
isoespintanol in different media]. Vitae 2008; 15 (1):173-181.

Mi participacion en este estudio es la de codireccion del proyecto (11/M169),
interviniendo en la planificacién, coordinacién de trabajo y analisis de resultados.

8.2. Cancer: Determinacion de la actividad anticancerosa de un péptido que interfiere
en la via Ras/Raf en un modelo de leucemia desarrollado en ratones.

Este trabajo se llevd a cabo en el marco de la cooperacion de un proyecto dirigido por
el Dr. Gustavo Marin en la Catedra de Farmacologia Basica de la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNLP.

La via de transduccién de sefales Ras / Raf / Mek / Erk regula la progresién del ciclo
celular y la apoptosis en diversos tipos de células incluyendo lineas malignas. Esta via
puede inducir eventos asociados con la proliferacion celular y la detencién del ciclo celular
regulando multiples procesos celulares incluyendo supervivencia, crecimiento y
diferenciacion celular. Las mutaciones de Ras ocurren en el 15-30% de todos los canceres
humanos mientras que las mutaciones de Raf también pueden ocurrir en diferentes
porcentajes dependiendo del tipo de cancer (las mutaciones de B-Raf estan presentes en
30-60% de melanomas, 30-50% de canceres tiroideos y el 5-20% de los canceres
colorrectales). Por lo tanto, RAS-RAF-MEK-ERK via se ha considerado un objetivo
prometedor para el tratamiento contra el cancer.

Diversos procesos fundamentales en las células son controlados en gran parte por las
interacciones macromoleculares y, entre ellos, las interacciones proteina-proteina que tienen
un papel fundamental en la patogenia de numerosas enfermedades.

El Instituto Curie de la Université Pierre y Marie Curie (Paris 6) en Francia, mapeé los
sitios de unién de K-Ras a B-Raf y disef6 péptidos con el fin de alterar la interaccion Ras /
Raf que mostro propiedades pro-apoptoticas. Estos péptidos (PP) se patentaron como
EP133059455.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto del PP en un modelo
experimental de leucemia en ratones.



Metodologia: Se utilizé el modelo LB, que se corresponde con una leucemia linfoide-T que
se desarrollé de forma espontanea en ratones machos BALB/c de 6 meses de edad
(Academia Nacional de Medicina). LB es un tumor extremadamente agresivo que mata el
100% de los ratones después de 30 dias de una inoculacion de 10° células (latencia media
hasta la muerte, 22 dias). Se desarrolla con la infiltracion de los ganglios linfaticos, el bazo y
el higado. Los ratones BALB/c (n= 50) se inocularon con células LB (108/ratén, via s.c.),
después de la inoculacion los animales se dividieron conformando dos grupos de 25
animales: Grupo T, que recibieron 3 mg/Kg/dia. de PP via i.p y el Grupo C, correspondientes
a los controles sin tratamiento que recibieron solucion fisiologica salina. Diariamente se
evalud la sobrevida de los animales. El analisis estadistico se realiz6 de las curvas de
sobrevida utilizando el método de Kaplan Meir.

Resultados: Segun se observa en la Figura 1 el tratamiento con PP muestra un significativo,
aumento de la sobrevida (20,3 dias, p<0,02) respecto a los ratones control (15,5 dias).
También, se puede observar que en el grupo control no hubo sobrevida de los ratones
mayor a 23 dias, mientras que en grupo tratado no hubo sobrevida mayor a 28 dias.

Figura 1

Se realizaron analisis anatopatoldgicos del tumor y se aguardan los resultados.

En este trabajo participé como colaborador, preparando la forma farmacéutica para la
administracion intraperitoneal del PP, su administracion y la medida de sobrevida de los
ratones. En la actualidad se estan realizando estudios de ajustes de dosis con la finalidad de
lograr una extensién de la sobrevida de los animales tratados.

8.3. Citotoxicidad

8.3.1. Isoespintanol y dos derivados semisintéticos

Este trabajo fue parte de la tesis de la Maestria en Platas Medicinales (Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP) de la Lic. Tatiana Carolina Gavilanez Bufay (ver item 11.1.3.)

La limitacidon de farmacos antiinflamatorios disponibles en el mercado para el
tratamiento de determinados procesos inflamatorios ha llevado en los ultimos afos a
proponer nuevas estrategias farmacoldgicas alternativas que podrian utilizarse para la
resolucién de la inflamaciéon mejorando la apoptosis de las células polimorfonucleares sin
afectar la funcién de los macréfagos (Hallett y col., 2008).
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En un trabajo previo hemos demostrado que el isoespintanol, monoterpeno aislado de
las hojas de Oxandra cf xylopiodides, poseia actividad antiinflamatoria in vivo (Rojano y col.,
2007). Recientemente, estudiamos la actividad apoptotica in vitro del isoespintanol (ISO) y
los dos derivados semisintéticos —bromuro de isoespintanol (Brl) e isoespintanol desmetilado
(DMI) — en células polimorfonucleares humanas (PMN). Este estudio, demostré que el
bromuro de isoespintanol (Brl), induce un proceso apoptético en PMN y estd mediado —al
menos en parte— por la activacidén de las caspasas (Dade y col., 2016).

El objetivo del este trabajo fue evaluar la citotoxicidad in vitro del isoespintanol y dos
derivados semisintéticos (bromuro de isoespintanol e isoespintanol desmetilado) en
macrofagos murinos RAW 264.7.

Esta investigacion incluyd una evaluacion de viabilidad de los compuestos en
macrofagos murinos RAW 264.7. En el ensayo de MTT se muestra la capacidad de reducir
la sal MTT a formazan por la succinato deshidrogenasa mitocondrial. EI ISO (100 uM) y DMI
(10 y 100 uM) mostraron significativa disminucion de viabilidad de las células cultivadas
durante 24 horas, sin embargo, el Brl no produjo pérdida de viabilidad a las concentraciones
ensayadas (Figura 1).
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Figura 1. Efectos de Isoespintanol (ISO), bromuro de isoespintanol (Brl) e isoespintanol
desmetilado (DMI) sobre la viabilidad celular de macrofagos RAW 264.7. Los valores
representan porcentajes de células vivas comparadas con el grupo control tratado con el
vehiculo (0,5% DMSO). Los datos representan la media y la desviacion estandar de tres
diferentes experimentos. El simbolo * indica que hay diferencia significativa a la misma

concentracion de ISO (P<0,05).

La deteccidn de células apoptéticas también se realizé mediante analisis de residuos
de fosfatidilserina en la membrana externa por tincién con anexina V-FITC (Isotiocianato de
fluoresceina). Los macréfagos fueron tratados con ISO y sus derivados en concentraciones
10 M, la proporcion de células apoptéticas y necroéticas fue significativamente mayor para
los macroéfagos tratados con DMI (An+ / Pl-: 8,1 £ 0,7 % frente al control 4,6 + 0,4%, P
<0,05) mostrando una distribucion tipica del proceso apoptético y (An+ / Pl+: 12,6+ 0,4 %
frente a 2,1 £ 0,5% de control, P<0,05), comportamiento tipico necrético. EI ISO y Brl no
mostraron diferencias con respecto al grupo control. (Figura 2).
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Figura 2. Promocion de apoptosis de isoespintanol y derivados mediante la doble tincién con
anexina V (An) y yoduro de propidio (IP) en macrofagos RAW 264.7. Se muestran graficos de
puntos representativos de la tincion celular. El cuadrante izquierdo-inferior (F3) representa la
poblacion viva (doble negativo, An”/IP"). El cuadrante derecho-inferior (F4) representa la
poblacion de células apoptoticas (An'/PI). Finalmente, las células del cuadrante derecho-
superior (F2) corresponden a la poblacion de células necréticas (An'/PIY). Los compuestos
fueron ensayados a 10 uM. Los resultados se expresaron como porcentaje de poblacion. Los
valores se representan como media £+ S.D de tres experimentos independientes. El simbolo *

indica diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control (P<0,05).

También, la citometria de flujo fue utilizada para evaluar la citotoxicidad. Se utiliz6 el
meétodo de exclusion de yoduro de propido para evaluar la actividad necrética y el proceso
apoptético midiendo el desarrollo de corpusculos hipodiploides con yoduro de propidio (datos
no mostrados)

La hipétesis formulada en este trabajo (Hallett y col., 2008) ha sido verificada, por lo
expuesto, los datos aportados concluyen que el Brl no afecta la viabilidad de los macrofagos
y posee la capacidad de inducir apoptosis en PMN humanos (Dade y col., 2016). Si bien
debe considerarse las limitaciones propias de los modelos experimentales utilizados, este
hecho convierte potencialmente al Brl en un farmaco que podria intervenir en la etapa de la
resolucién del proceso inflamatorio mejorando la apoptosis de las células PMN sin afectar la
funcién de los macrofagos.

v' Hallett J., Leitch A., Riley N., Duffin R., Rossi A. (2008). Novel pharmacological for driving inflammatory
cell apoptosis and enhancing the resolution of inflamation. Trends in Pharmacological Sciences 29, 250-
259.

v Rojano B, Pérez E, Figadére B, Martin MT, Recio MC, Giner R, Rios JL, Schinella G, Saez J.
Constituents of Oxandra cf. xylopioides with anti-inflammatory activity. J Nat Prod. 2007; 70(5):835-8.

v" Dade M, Galeano Garcia P, Rios JL, Rojano B, Schinella G. Apoptotic activity of isoespintanol derivatives
in human polymorphonuclear cells. Vitae. 2016; 23(1):11-17.



9

Mi participacion en este estudio es la de codireccion de la tesis de Maestria interviniendo en
la planificacion, coordinacion de trabajo y analisis de resultados de la parte correspondiente
al estudio de citotoxicidad de isoespintanol y derivados hemisintéticos.

8.3.2. Compuestos dihidropiridinicos

Este trabajo se llevd a cabo en el marco de cooperacion con el Prof. Dr. Noureddine El
Aouad de la Université Ibn Zohr (Agadir, Morocco), quien sintetizo 20 compuestos
dihidropiridinicos. La citotoxicidad in vitro de estos compuestos se realizo en el Departament
de Farmacologia de la Universitat de Valencia con macréfagos murinos RAW 264.7. La
viabilidad se determiné mediante el ensayo de MTT y la deteccion de células apoptéticas por
tincion con anexina V-FITC cuantificandose en un microscopio confocal. Los resultados aun
estan en evaluacion.

8.4. Actividad antioxidante de extractos de Gomphrena perennis L

Este trabajo es parte de la tesis de la Maestria en Platas Medicinales (Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP) de la Lic. Milena Bonilla.

Objetivo: determinar la actividad antioxidante total y contenido de fenoles totales de
extractos de Gomphrena perennis

Metodologia:

Material vegetal: Se prepararon por extraccién secuencia de partes aéreas de G. perennis
extractos diclorometano, acetato de etilo y metandlico.

Determinacién de actividad antioxidante: se evalud la actividad atrapadora del radical
2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato) de amonio (ABTS**) y el poder reductor,
expresado como contenido en fenoles totales utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu.
Resultados:

El extracto metandlico de G perennis mostro mayor actividad atrapadora del radical ABTSe+
y reductora de reactivo de Folin en comparacién con los extractos de DCM y AE, estos
ultimos no mostraron diferencias entre si. (Tabla1)

Tabla 1. Contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante total los extractos diclorometano, acetato
de etilo y metandlico de G perennis

Fenoles totales* ABTS**

Diclorometano 12 50
Acetato de etilo 15 53
Metanolico 24 134

*Los resultados son expresados en ug EQ de acido cafeico / g extracto

En la actualidad, mediante cromatografia en capa fina utilizando como revelador al radical
libre difenilpicrilhidrazilo (DPPH¢) se intenta encontrar correspondencia con referencias de
compuestos de actividad antioxidante reconocida, tales como flavonoles, cafeoil derivados y
acido hidroxicinamicos.

Mi participacion en este estudio es la capacitacion de la estudiante de Maestria de Plantas
Medicinales en el manejo de metodologias para la determinacion de la actividad antioxidante
de productos naturales en mi calidad de Profesor de mencionado curso de posgrado.
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8.5. Inflamacioén: efecto antiinflamatorio de productos naturales sobre células
polimorfosnucleares estimulados con mutantes amiloidogenicos de apo Al

Este trabajo forma parte del proyecto “Mecanismos moleculares que determinan la
patogenicidad de mutantes naturales de la apolipoproteina A-I humana implicados en
amiloidosis” (PICT-2016-0849, Investigador responsable: Dra. Maria Alejandra Tricerri) en el
que participo como investigador de Grupo Responsable en el area de estudio sobre
inflamacion y productos naturales.

Durante este periodo se desarrollaron protocolos de trabajo y se realizaron ensayos
para validar los métodos.

9. OTRAS ACTIVIDADES
9.1. PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC.

1. Fantinelli, JC; Cuéllar Alvarez, LN; Gonzalez Arbeldez, LF; Ciocci Pardo, A;
Galeano Garcia, PL; Schinella, GR; Mosca, SM. Acute treatment with copoazu
fermented extract ameliorates myocardial ischemia-reperfusion injury via eNOS
activation. J Funct Foods, 2017; 34:470-477. [Original Paper].

2. Rios JL, Schinella GR, Francini F. Drogas vegetales para el tratamiento de la
diabetes (ll): ensayos Clinicos. Revista de Fitoterapia 2016; 16 (2): 101-121. [Review].

3. Rios JL, Francini F, Schinella GR. Productos naturales para el tratamiento de la
diabetes (l): Mecanismos de accion. Revista de Fitoterapia 2016; 16 (1): 17-31.
[Review].

4. Becerra R, Roman B, Di Carlo M, Mariangelo J, Salas M, Sanchez G, Donoso P,
Schinella G, Vittone L, Wehrens X, Mundifa-Weilenmann C, Said M. Reversible
redox modifications of ryanodine receptor ameliorate ventricular arrhythmias in the
ischemic-reperfused heart. Am J Physiol Heart Circ Physiol.;311(3):H713-24. doi:
10.1152/ajpheart.00142.2016. [Original Paper].

5. Villagarcia HG, Sabugo V, Castro MC, Schinella G, Castrogiovanni D, Spinedi E,
Massa ML, Francini F. Chronic glucocorticoid-rich milieu and liver dysfunction. Int J
Endocrinol. 2016;2016:7838290. doi: 10.1155/2016/7838290. [Original Paper].

9.2. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC.

1. Curso de perfeccionamiento: Especializacion en Docencia Universitaria.
Universidad Nacional de La Plata: en este periodo estoy desarrollando el Trabajo
Final Integrador, bajo la direccion de Dr. Gustavo Marin y Profesora Monica Paso.

2. Viaje de estudio: Departament de Farmacologia. Facultat de Farmacia. Universitat
de Valencia. Espana. 11 febrero — 24 mayo de 2017. Financiado por el subsidio de
viajes de la UNLP y la Universitat de Valencia (Espafia).

9.3. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS o EVENTOS
SIMILARES.

1. Rosu, SA; Gaddi, GA; Ramella, N; Finarelli, G; Gisonno, R; Schinella, GR; Prieto, ED;,
Tricerri, MA. “Mecanismos moleculares que determinan el rol pro amiloidogénico de la
apolipoproteina A-I". | Jornadas conjuntas de educacidn médica, extension e
investigacion. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de La Plata. La
Plata, 27 y 28 de octubre de 2016.

2. Villagarcia, H; Gonzalez Arbelaéz, LF; Castro, MC; Rios, JL; Massa, ML; Schinella, G;
Francini, F. “Efecto preventivo de un extracto de cacao enriquecido en polifenoles sobre
ratas con alteraciones endocrino metabdlicas inducidas por sacarosa”. | Jornadas
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conjuntas de educacidon médica, extension e investigacion. Facultad de Ciencias
Médicas. Universidad Nacional de La Plata. La Plata, 27 y 28 de octubre de 2016.

3. Schinella, G. (Ponente invitado). “Natural antioxidants and cancer: myths and realities”.
X Congreso Latinoamenricano de Mutagénesis, Carcinogénesis y Teratogénesis
Ambiental, organizado por la Asociacion Latinoamericana de Mutagénesis,
Carcinogénesis y Teratogénesis. Montevideo, Uruguay. 13 al 16 de octubre 2016.

4. Schinella, G. (Ponente invitado). “Actualizacién de conocimientos sobre yerba mate”.
9° Congreso de Fitoterapia de la Sociedad Espanola de Fitoterapia. Menorca, Espafia.
18-21 de mayo de 2017. Libro de resumenes (ISBN: 978-84-697-2698-3).

10. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.

10.1. Curso de pregrado:
Jefe de Trabajos Practicos dedicacion parcial. Catedra de Farmacologia Basica.
Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.

10.2. Curso de posgrado:
Asignatura: “Bioensayos de plantas medicinales”. Modulo: “Actividad antioxidante de
productos naturales”. Maestria en Plantas Medicinales. Departamento de Ciencias
Bioldgicas. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP. Setiembre 2016.

11. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES.

11.1. Formacion de recursos humanos

11.1.1. Co-direccion de investigadores: Luisa Arbelaez Gonzalez. Investigadora asistente
CONICET. Titulo del proyecto: “Productos naturales de origen vegetal: efectos en la
fisiopatologia del dafio miocardico inducido por isquemia y reperfusion”. Directora: Dra.
Susana Mosca. Lugar de ejecucién: Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad
de Ciencias Médicas. UNLP. (2016- continua).

11.1.2. Direccién de becarios: Marcela Casas. Beca de Iniciacion a la Investigacion.
Comisién de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires. Argentina. Titulo
del proyecto: “Utilizacion de modelo murino para el cotejo de su capacidad de respuesta
inmunolégica frente a profilaxis antibidtica aislada versus sinergia con Lacferrina en
biopeliculas”. (2016 — continua)

11.1.3. Direccidn de tesistas: Tatiana Carolina Gavilanez Bufay. Tesis de Maestria en
Plantas Medicinales. Departamento de Ciencias Biolégicas. Facultad de Ciencias Exactas.
Universidad Nacional de La Plata. Argentina. Titulo de trabajo de Tesis: “Estudio
farmacoldgico del isoespintanol, metabolito secundario aislado de hojas de Oxandra cf.
xylopioides”. Calificacién: Sobresaliente (10). Noviembre de 2016.

11.2. Evaluacion de trabajos cientificos, proyectos de investigacion y becas
1. Trabajos Cientificos: Planta Medica, Frontiers in Pharmacology, Vitae.
2. Becas: Beca tipo A y B. Universidad Nacional de La Plata. Convocatoria 2016.
3. Subsidios: Subsidios de viajes. Universidad nacional de La Plata. Convocatoria 2016.
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RESUMENES DE CONGRESOS

1. Rosu, SA; Gaddi, GA; Ramella, N; Finarelli, G; Gisonno, R; Schinella, GR; Prieto,
ED; Tricerri, MA. “Mecanismos moleculares que determinan el rol pro
amiloidogénico de la apolipoproteina A-I". | Jornadas conjuntas de educacion
médica, extensidn e investigacion. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad
Nacional de La Plata. La Plata, 27 y 28 de octubre de 2016.

MECANISMOS MOLECULARES GUE BETERMENAN EL ROL PRO
AMILOIDOGENICO DE LA APOLIPOPROTEINA A
Autores: Rosd. SA & Gaddi, G.A® Ramella N.A* Finarelli .52 Gisonno, R 2 Schinella GRY
Prieto, ED®, Tricerrt, M A

nstituto de Investigactones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP). *Cétedras de Farmacologia
Bésica v ° Bioquimica Clinica I, Fac. Cs. Médicas, ® Instituto de Investigaciones Fistcoquimicas
Teortcas v Aplicadas (INIETA) La Plata £P 1900

e-mail de contacto: alefricern @vahoo.com

Introdurcibdn: Las amiloldosis sonpatologias croticas, enlas que proteinas mal plegadas inducen ctotoxicidad de
distiszta severidad v en disfintos drganos. La am doeidesis inducida por mutantes naturales dela apolipoproteina A-
humana {apoA-I) se presenta con diversas manifestaciones cliricas dependiendo de la vararte proteca que se
encuentra irreolucradal, En estudios previos detenninamaes que la confonnacién proteica pueds sifric dteraciones
estructurales inducidas por parametros pro-irflamatorios del micro ambiente que favorecen un procesamierto
patogénicn ©.

Oy etivvos: En este trabajo examinamas el efecto de mutaciones puntnales sobre la estructira, estabalidad v tendencia a
la agrezacidn de estas proteinas, asi como suhatdlidad para wnirse aligandas del microatnbd ente 3 de desencadenar
resplestas celulares.

Mdateriales v métodos Las proteinas fusron incubadas en distintas condiciones {pl bajo, presencia de lizandos, enzimas
proteoliticas, efc) v paramefros estrizcfurales asociados al plegamierto proteico fueron analizados peor fluerescencia,
microscopla u oras técrieas biofisicas v boquimicas. Bespuestas celulares fueron estudiadas mediante ELIS A

Eesdtades MNuestos resultados indican que todas las variantes analizadas en condiciones de pE fisiolagico {Tly249A12,
Lysid?4. Arei?iPro v L euddArg) son menos esmbles que la Wi Arei73Pro muesra mavor tendenda ala prowedlisis
parcial v menos eficiencia para solubilizar fosfolipides, lo cual podria determinar su mavor tendencia a rendir
cotformaciones dela proteina libre que sean mas susceptibles a agregarse o perder funcidn. Pero ademas esta mutante
se une mas eficietfemeants a heparina lo que podria explicar una maver refencidn en un micro ambente inflamatorio.
L5174 muestia mavor tendeticia 8 agregarse que Glv2850g aunque, de manera inferesante G255z v Argli 75300
fpero Mo Lys107-0) aumenfa la actisacidn de macrofages, estimdande por tarto el ambiente inflamatorio local

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que las variantes mutartes de apod-T comparten mecanismnos de
patogenicdad conl otras proteinas amiloidegénicas. 5 tiernla estabilidad estructural es probable que favorezcala
agregacidn, es sugesivo que pequetios cambdos corformacionales alteren su interaccion con lizandos o susceptbilidad
aprotedlisis. Funwos estudios seran din g des para profundizar en los complejos mecanismaos que determinan el
delicade equilitrio en la relacidn estructora-fiski dn de esta proteina

Eeferencias
Y Erikssondd, Schanland 5, Yumlu 5, etal. 748! Digger 20090 11 237282 {2 Bamella NA Eimoldi O, Prieto
ED etal FLaYONE201E4(7) 22332 {3 Fosy 5.4 etal PLof Ome. 2015 May 7;10(5):20124846. doi: 10,1371

Este trabajo fue subsidado por TNLE 3158 + 187 CONICET {PTF 112 201101-00448}
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2. Villagarcia, H; Gonzalez Arbelaéz, LF; Castro, MC; Rios, JL; Massa, ML; Schinella,
G; Francini, F. “Efecto preventivo de un extracto de cacao enriquecido en
polifenoles sobre ratas con alteraciones endocrino metabdlicas inducidas por
sacarosa”. | Jornadas conjuntas de educacion médica, extensién e investigacion.
Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de La Plata. La Plata, 27 y 28
de octubre de 2016.

EFECTO PREVENTIVO DE UN EXTRACTO DE CACAO ENRIQUECIDO EN
POLIFENOLES SOBRE RATAS CON ALTERACIONES ENDOCRINO METABOLICAS
INDUCIDAS POR SACAROSA

Villagarcia, H'.; Gonzalez Arbeldez, L., Castro, MC.!; Rios JL Massa, ML!.; Schinella, G
Francini, FL.

ICENEXA {UNLP-CONICET La Plata); °CIC Centro de Investigaciones Cardiovasculares (UNLP-
CONICET}; 3Dep3rtamenf de Farmacologia, Universitat de Valencia {Espafia); ‘Catedra de
Farmacologia Basica, Facultad de Ciencias Médicas (UNLP-CIC-PBA)

e-mail de contacto: { francini@yahoo.com

Introduccion: Existe una creciente evidencia de que of consumo de ciertos alimentos, suplementos alimenticios o bebidas
tradicionales puede reducir of dafio oxidativo en diferentes sistemas bioldgicos. Alimentos derivados del cacao. tales
como polvos de cacao, chocolate v otros productos relacionado con ef cacao son alimentos ricos e polifenocles derivados
de las seoullas fermentadas, tostados v procesados iudustrislmente de Theobroma cacae L. (Sterculiaceas). Estos
productos, consumidos en todo of nmudo, son estudiados en su mayor parte debido 2 su potencia antioxsdante v las
propiedades antivradicales in vitro de algunos constituyentes polifendlicos, principalmente, procianidinas y flavan-3-oles.
Por otro iado. la adounistracion de una dieta rica on sacarosa (DRS) 2 ratas normales genera dishmeion metabdlica
hepatica o msnlinorresistencia (IR} con aumento de marcadores de estrés oxtdativo y de inflamacion, similares a los
obeervados en of sindrome metabdlico humano. Recientemente, demostramos que ol tratanmiento con compusstos
anttoxidantes (dcido lipoico y apociwna) redujo la tusulivorvesistencia, las alteraciones metabdlicas v of daito oxidativo
hepatico eu ratas sometidos 2 uwua dieta rica en fuctosa,

Objetivos: co consccusncia. f objetivo del trabajo fue evaluar los efectos potenciales de un extracto euriguecido en
polifenotes de cacao (EEPC), de reconocidas actividades antioxidante, cardioprotectora y antituflamatoria para cosregiy
{as alteraciones endocrino-metabilicas productdas por voa DRS.

Materiales v métodos: para cllos so emplearon ratas macho Wistar adultas alimentadas durante 21 diag con dicta
comercial estandar y agua cornente de bebida (control C) o con ¢f agregado de sacarosa 10% en f agua. sola (8), tratados
con EEPC {8C) (250 mg/ke. v.o, durante todos los dias de tratamiento) o N-acetil-cisteina (NAC) (50 mg/kg. 1.p.. durante
{os Gitimos 5 dias de trataniento) (SN). Al tieowo del sacrificio se deterninaron on sangre glicosa {(método de ghicosa
oxidaza), mending (RIA), triglicridos (Kit enzimatico) v GOT-GPT (enzimaticos). En kigado se deternunaron a)
marcadores de cetrds oxidativo (GSH y carbontios ea proteiuas); b) contenido de glucdgeno, actividades de glucoquinasa
v glucosa-6-fosfatasa y d) niveles protelcos de Ald v pAld asi como de eNOS v p-eNOS {mediants Western blot).

Resultados:
C 5 5C SN
Glucosa (me/dl) 1142 120=3 1286 1113
Insutina (ng/mi) 0.20=0.01 0.30=0.01" 0.15=0.03" 0.20=0.02°
TG (mg/dly 101 =3 146 = 12° 113 = 2% 142 6
GOT (Uiy 847 78=1 825 2715
GPT (Liit) =1 g=1 721 e
Actividad GK (U/mg prot) 51 & =0.05" §=1 11207
Actividad G6Pase (lat%) 1.7=0.3 2703 48=0.7 5.5+0.5
Glucdgeno {mg/mg tef) 1.97=0.14 3.60=0.60" 1.97 0.1 2.40=0.15

o0.05 v, C; #p<05 ve. 8.

El higado de los animales 8§ evidencid mm dismpoucion del wvel de GSH, valor que se elevd significatl vamente en los
animales SC y SN{C: 25,2+ 1.0; 8 120 = 06", 8C: 36.0 = 1,07 y 8N 36,0 = 2.1 pmol/g). No se observaron cambios
en log niveles de carbontlos en proteinas. Los aiveles P-Ald (normalizados con Ald total) asi como los de P-eNOS
(normalizados con eNOS total) se vedujeron significativamente eu los ammales DRS. La aduinistracion del EEPC. asi
como de NAC, previno los cambios mencionados.

Conclusiones: la adunnistracion de sacarosa durante 3 semanas a ratas normates indujo wsulinoresistencia y dishipenia
acompafiada de alteraciones en ef metabolismo de carbohidratos hepaticos, con estrés oxidativo. La co-admintstracion de
EEPC, asi comwo NAC, previno parte de dichos cambios, efecto probablemente mediado a través de fa via de sefializacion
Akt dependiente. La activacion de P-eNOS podria explicar los efectos correctores de la insulivorresistencia obeervados
ent ambos tratamientos.
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3. Schinella, G. (Ponente invitado). “Natural antioxidants and cancer: myths and
realities”. X Congreso Latinoamenricano de Mutagénesis, Carcinogénesis y
Teratogénesis Ambiental, organizado por la Asociacion Latinoamericana de
Mutagénesis, Carcinogénesis y Teratogénesis. Montevideo, Uruguay. 13 al 16 de
octubre 2016.

LOS ANTIOXIDANTES NATURALES Y EL CANCER: MITOS Y
REALIDADES

Guillermo Schinella

Catedra de Farmacologia Basica, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional
de La Plata. Comisiéon de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

En los ultimos afios, los antioxidantes han irrumpido con gran fuerza en el ambito
alimentario y sanitario debido a una estrategia agresiva de comercializacion.
Consecuencia de ello es la asignacion de “numerosas” virtudes fisiolégicas y
propiedades farmacoldgicas, hecho que ha dado lugar a un consumo incontrolado.

La oxidacion es un proceso esencial de los organismos aerdbicos y por tanto
fundamental para sus vidas. En un estado fisiolégico normal, se generan las ROS/RNS
en diferentes compartimentos celulares dependiendo del tipo celular y tejido. Cabe
destacarse que las ROS/RNS intervienen en procesos biolégicos vitales a través de la
regulacién de una variedad de procesos celulares, tales como proliferacién, apoptosis,
metabolismo y diferenciacion.

El aumento significativo de ROS/RNS producido por desequilibrios entre los procesos
de formacion y el sistema de defensa antioxidante genera estrés oxidativo produciendo
pérdida de integridad celular, funcién enzimatica e inestabilidad gendmica. Este dano
oxidativo estaria involucrado en varias enfermedades degenerativas, tal como el cancer.

Desde el punto de vista bioldégico, podemos considerar antioxidante a cualquier
compuesto quimico que actue por alguno de los siguientes mecanismos: 1)
Suprimiendo la formacion de ROS/RNS por inhibicién de los sistemas enzimaticos o no
enzimaticos que las generan, 2) Atrapando las ROS/RNS y 3) Aumentando la actividad
del sistema de defensa antioxidante.

En investigaciones preclinicas, mediante experimentos de laboratorio, se generan
nuevas estrategias de intervencion biomédica. Las preguntas y las respuestas obtenidas
durante la investigacion dependen de la estrategia metodolégica que se esta probando.
Esta es una razén de porque la investigacion en seres humanos es tan importante y el
proceso de investigacion preclinica puede resultar tan incierto.

Existe una gran cantidad de bibliografia referida a la eficacia de antioxidantes en la
prevencion y tratamiento del cancer. Sin embargo, en la actualidad, existe un consenso
respecto a que se necesitan estudios adicionales controlados aleatorizados grandes que
proporcionen pruebas cientificas claras de los beneficios o dafos potenciales por
consumir antioxidantes durante el tratamiento del cancer. El objetivo de la presentacion
sera reflexionar criticamente sobre la informacién cientifica referida al uso de
antioxidantes en el tratamiento del cancer.
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4. Schinella, G. (Ponente invitado). “Actualizacion de conocimientos sobre yerba
mate”. 9° Congreso de Fitoterapia de la Sociedad Espanola de Fitoterapia.
Menorca, Espafia. 18-21 de mayo de 2017. Libro de resumenes (ISBN: 978-84-697-
2698-3).

PLO5 Actualizacion de conocimientos sobre Yerba mate
Guillermo Schinella

Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

llex paraguariensis A.St.-Hil., conocida con los nombres de yerba mate, yerba
de los jesuitas o yerba del Paraguay es una especie arbérea neotropical
originaria de las cuencas del Alto Parana, Alto Uruguay y algunos afluentes del
Rio Paraguay.

De las hojas y pequefias ramas, secas y molidas de esta aquifoliacea se
prepara el mate, una bebida psicoestimulante consumida principalmente en la
regiéon comprendida por Paraguay, Argentina, el sur de Brasil y Uruguay, pero
ultimamente ha sido introducida en la fitoterapia europea por sus excelentes
propiedades, como psicoestimulante, antioxidante, diurético y ténico.

El interés de la yerba mate se puede observar por la evolucion de las
publicaciones cientificas recientes. De las 344 publicaciones recogidas en el
PubMed desde el afio 1976 (24 de ellas revisiones), se puede observar un
incremento de articulos en los ultimos afios, destacando 28 en 2015, 31 en
2016 y 12 hasta marzo de 2017. Los temas de estudio varian, aunque hay un
predominio de los efectos metabdlicos y cardiovasculares, relacionados
principalmente con sus propiedades antioxidantes.

Independientemente de su accion estimulante sobre el sistema nervioso central
debido a la cafeina, existe abundante literatura que confirma diferentes
propiedades biolégicas de llex paraguariensis utilizando diferentes modelos
experimentales in vitro y animales. La evidencia apoya los efectos beneficiosos
de llex paraguariensis en los trastornos de las lipoproteinas plasmaticas,
obesidad, diabetes, sistema cardiovascular, inflamacion y cancer, entre otros,
atribuidos a su contenido en compuestos fendlicos con una alta capacidad
antioxidante.

Todos estos estudios ayudan al conocimiento del potencial mecanismo de
accién del mate, asi como los posibles principios activos, pero cabe
preguntarse sobre su efecto en humanos. Durante los ultimos afios se han
llevado a cabo diferentes ensayos clinicos con yerba mate para evaluar su
efecto en diferentes situaciones patoldgicas como las citadas anteriormente.

En la presentacién, haremos una revision critica de las propiedades de la yerba
mate, centrandonos en los potenciales efectos antioxidantes con fines médicos.





