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A.1_Actividad antioxidante de productos naturales de uso alimentario.
Propésito general.
Este trabajo es parte de un proyecto general que pretende evaluar distintas propiedades de
diferentes alimentos o bebidas de uso frecuente en nuestra comunidad.
Actividad antioxidante total (CAT) de vinos argentinos
Introduccién
Existe evidencia sobre los beneficios del consumo de dietas ricas en frutas y
vegetales y de una moderada cantidad de vinos tintos en situaciones de salud asociadas a la
produccion de riesgo oxidativo (enfermedad cardiovascular, diabetes, inflamacién, enfermedades
degenerativas) (1,2).
Estos efectos protectores se atribuyen a la presencia en los alimentos citados de compuestos con
actividad antioxidante, particularmente los polifenoles.
En los vinos, los principales compuestos fendlicos son los acidos galico y cafeico, epicatequina,
catequina, cianidina y malvidina-3-glucésidos, rutina, miricetina, quercetina y resveratrol (3).
La Argentina posee regiones muy aptas para la produccion vitivinicola siendo el vino
obtenido de la Vitis vinifera var. Malbec, uno de los mas representativos del pais.
En la zona del Rio de La Plata y particularmente en Berisso se cultiva la Vitis labrusca var. Isabela de
la cual se obtienen los denominados vinos de la costa (VC).
Existe escasa evidencia sobre la capacidad antioxidante total (CAT) de los vinos Malbec argentinos
producidos en diferentes regiones del pais(4,5) y practicamente ninguna sobre tal capacidad de los
vinos producidos en la costa del Rio de La Plata.
Objetivos
Como parte del proyecto general, este trabajo tiene como objetivos evaluar:
A) la CAT de vinos Malbec de 4 regiones vitivinicolas argentinas y del vino tinto de la costa de
Berisso utilizando diferentes modelos experimentales:
a) captacion de los radicales libres estables (DPPH. y ABTS o+)
b) reduccién del Fe lll del reactivo FRAP
c¢) la inhibicién de la peroxidacioén lipidica del plasma humano inducida por cobre
B) El contenido de fenoles totales y antocianinas de los vinos en estudio.

Metodologia
Toma de muestras.
El material de estudio se obtuvo de 3 botellas de cada vino adquiridas en un comercio local. Las
muestras de vino se diluyen con DMSO a concentraciones variables de acuerdo al contenido de
fenoles totales. De estas soluciones se realizaron diluciones apropiadas de acuerdo al ensayo a
realizar.
Vinos estudiados
Los vinos Malbec estudiados fueron cosecha 2010. EI nombre, origen, bodega, N°de lote , contenido
alcohdlico y precios/botella se indican a continuacion:

v/ Salta: Elementos, El Esteco, Salta (INV S 1078508 L11103B) 13,5. $ 23.00

v La Rioja: Santa Florentina, (INVCH 1058281 L 10354), 13,0. $18.00

v" Mendoza: Bianchi DOC, Bianchi, (INVSR) 1033408 L 1259), 13,2. $19.50

v" Neuquén: Newen, Bodega del Fin del Mundo, (INVN- 1081383 L 11223 A) 13,8. $26.00
Vino de la Costa de Berisso (VC) cosecha 2012.




v' Cooperativa de la Costa de Berisso. (INVNBA1096403), 12.0, $14.00

Determinacion de la capacidad antioxidante

Reaccion con el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) (6)

La decoloracion del radical estable DPPH- en solucién metandlica (cromoforo violeta) por accién de
un antioxidante se determina a 517 nm. Acido cafeico se utiliza como compuesto de referencia. Los
resultados se expresan como mg equivalentes de acido cafeico (ECA) /mL vino

Reaccién con el radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de amonio (ABTSe+)(7)

La decoloracion de radical catiénico ABTSe+ (cromoforo verde ) es proporcional a la capacidad
donante de hidrogeno de un compuesto o extracto en estudio. El radical ABTSe+ se produce por
reaccion entre ABTS (3,5 mM) y persulfato de potasio (1,25 mM) en AD. Se ajusta la absorbancia a
0,7 unidades a 732 nm con PBS y la actividad antioxidante se evalua midiendo el cambio de
absorbancia de la solucion de ABTS e+. Los resultados se expresan como ECA/mL.

Medida de la capacidad reductora: Método FRAP, (Ferric reducing antioxidant potencial),(8)

La base del método consiste en la reduccion del Fe+3- TPTZ (pardo) a Fe+2-TPTZ (azul) con un
maximo de absorcién a 593 nm. La intensidad del color es proporcional a la capacidad reductora de
la muestra ensayada. La actividad se expresa como ECA/mL.

Inhibicién de la peroxidacion lipidica no enzimatica (9)

Alicuotas de plasma humano heparinizado en PBS pH 7,4 (1:4) se incuban 3 horas a 37 °C con
CuS0O4 (Cf: 1 mM) en presencia de los productos a ensayar (10-75 pL). El nivel de peroxidacién se
determina midiendo la aparicion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (SRATB). Butil hidroxi
tolueno, (BHT) se utilizé como control positivo. Los resultados se expresan como % de inhibicién de
la peroxidacién lipidica relativo al control sin la muestra.

Determinacion de fenoles totales y antocianinas

El contenido de FT se determino por el método de Folin-Ciocalteau. Se basa en la oxidacion
de los fenoles por un reactivo compuesto de fosfomolibdeno y fosfotungsteno. La oxidacion de los
fenoles presentes en la muestra produce la aparicion de una coloracién azul que presenta un maximo
de absorcion a 765 nm y que se cuantifica por espectrofotometria.

La mezcla de reaccion esta constituida por 500 pl de extracto o compuesto de referencia, 250
pl de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, 1250 ul de carbonato de sodio al 20% en cada tubo. Se prepara
un blanco con todos los componentes en ausencia de extracto o compuesto de referencia. Después
de 1 hora de reposo a temperatura ambiente, se lee la absorbancia a 765 nm.Los resultados se
expresan como mg EQ acido cafeico/ mL de vino. El contenido de antocianinas se determina por el
método diferencial de pH (10).Su concentracién se calcula de mediante la formula:

C (mg/L)= ADO x 449 x factor de dilucién x 1000

26900
Donde ADO es la diferencia de absorbancia a pH 1 y 4.5. 449 y 26900 son el PM y el coeficiente de
extincion molar de cianidin-3-glucosido tomado como referencia.
Analisis estadistico. Se llevd a cabo mediante el analisis de variancia (Anova). Los resultados son
promedios de 3 determinaciones/ botella realizadas por triplicado.

Resultados
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Fig.1 Contenido de fenoles totales y antocianinas de los vinos Malbec y el vino de la costa de Berisso.
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Fig.2. Capacidad de captacion de los radicales libres estables DPPH y ABTS por los vinos Malbec y de la costa de Berisso

FRAP Peroxidacion lipidica

1.59 100+
Salta

La Rioja
Mendoza
Neuquén
Berisso

) ]
75+

-
o
i

® ¢ 4> n

504 ¥

mg EAA f mL
% Inhibicion

o
o
1

254

0.0

9,;*9 Q._\& s &-é‘ i\,;," 0.0 2.5 5.0 75 100 125
N N ()
N < [FT] (ug/mL)

W

Fig.3. Capacidad de reduccion del reactivo FRAP e inhibicion de la peroxidacion del plasma humano, inducida por cu” por
los vinos Malbec y de la costa de Berisso

Conclusiones

a) Los dos tipos de vinos estudiados (Malbec y VC) mostraron muy buena CAT en los distintos
modelos utilizados.

b) No existe diferencia en el contenido de fenoles totales(FT) entre los Malbec de las regiones
estudiadas. El contenido de FT es significativamente menor en el VC.

c) El nivel de antocianinas es mayor en el Malbec de Neuquén.

d) La capacidad de captacion de los radicales DPPH y ABTS y la reduccion del Fe(lll) del reactivo
FRAP es mayor en los vinos Malbec que en el VC.

Se observa una leve aunque significativa diferencia entre los vinos de Mendoza y la Rioja con
respecto a los de Salta y Neuquén siendo la CAT mayor en los ultimos.

e) La CAT de los vinos Malbec no se correlaciona con su contenido de fenoles totales y el mayor
contenido de antocianinas en el Malbec neuquino podria ser, en parte, responsable de su mayor
capacidad para atrapar radicales libres.

Por el contrario, la CAT del VC parece correlacionarse con su contenido de fenoles totales.

e) Los vinos Malbec de las diferentes regiones mostraron similar capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica del plasma humano, inducida por cobre y la potencia de los mismos fue
significativamente mayor que la del VC.

Teniendo en cuenta estos resultados y los anteriormente obtenidos con otras muestras de vinos de
las mismas regiones (Informe 2010-2011) se puede observar que existen diferencias en algunos
ensayos, entre diferentes vinos de la misma region (ej. Vinos de Mendoza y La Rioja) y entre vinos
de diferentes regiones dependiendo del afio de cosecha y de la bodega de origen.

Se debe tener en cuenta que ademas de las diferentes caracteristicas de las regiones vitivinicolas,
los diferentes cultivos y procesos productivos estan sometidos a otras variables, por lo que se
requiere un analisis de cada cosecha para establecer los valores paramétricos que determinan la
CAT de cada vino.

No obstante se puede concluir que este estudio revela una alta CAT en los vinos Malbec de las
diferentes regiones vitivinicolas argentinas, apreciable fundamentalmente en el modelo biolégico



utilizado donde se mide la capacidad de inhibicion de la peroxidacién lipidica del plasma humano.
Este estudio también permite sugerir que no existen diferencias significativas en la CAT de los vinos
Malbec provenientes de las regiones vitivinicolas del pais consideradas en el mismo.

Con respecto al vino de la costa de Berisso, se puede concluir que su CAT, aunque alta, es
significativamente menor que la de los Malbec como ha sido descripto para vinos brasilefios
obtenidos a partir de la variedad Isabella (11). No obstante, los parametros estudiados lo proponen
como un producto recomendable para el consumo desde el punto de vista del aporte de compuestos
con actividad antioxidante.
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A.2 Determinacién de la actividad antiinflamatoria de un extracto acuoso de yerba mate (/lex
paraguariensis)

La actividad antinflamatoria se ha ensayado in vivo, en ratones hembra albinas de la raza Swiss. Los

modelos utilizados fueron: Inhibicién de la inflamacion aguda en el modelo del edema plantar

inducido por carragenina e inhibicion de la inflamacién crénica inducida por la aplicacion repetida de

el ester de forbol, TPA.

Este trabajo forma parte del llevado a cabo por el Prof. Ppal. Guillermo Schinella. ( Ver informe CIC 2012)

Preparacion y caracterizacion de la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de
un extracto acuoso de Yerba mate (llex paraguariensis)

Obtencidn del extracto acuoso liofilizado de yerba mate

El extracto de la yerba mate (llex paraguariensis) se prepara en forma de infusién. La muestra
comercial de la yerba mate (Establecimiento Las Marias, Corrientes, Argentina), (10g), se introduce
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se le afiade agua destilada hirviendo (200) mL) y se deja enfriar
hasta 40 °C. El extracto acuoso obtenido se filtra, se liofiliza (Rendimiento 10% p/p) y se conserva a
4°C hasta su uso. El liofilizado se disuelve en agua inmediatamente antes de realizar cada ensayo.

Caracterizacion del extracto:

Determinacion de fenoles totales

La determinacion del contenido total de fenoles se ha realizado siguiendo el método de Folin-
Ciocalteau ya descripto previamente. Los resultados se expresan como mg EQ &acido galico/ mg de
extracto.
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Determinacion de la actividad antioxidante

Actividad captadora del radical cationico 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) (ABTS™)
Este ensayo se lleva a cabo como se describié en la seccién anterior. La reaccion captadora

de ABTS™ se inicia por la adicion de 10 pl de diluciones apropiadas de extracto o compuesto de

referencia (acido galico) a 990 ul de la solucion de ABTS™. La absorbancia de la mezcla se mide a

730 nm después de 30 min de afadir el extracto y compuesto de referencia. Los resultados se

expresan como mg EQ acido galico/ mg de extracto.

Actividad reductora de Fe(lll) - Ensayo FRAP

Este método se describid en la seccion anterior. La reaccion reductora de Fe(lll) se inicia por
la adicion de 10 pl de diluciones apropiadas de extracto o compuesto de referencia (acido ascorbico)
a 990 pl de la solucion de reaccion. La absorbancia de la mezcla se mide a 590 nm 30 min después
de anadir el extracto y compuesto de referencia. Los resultados se expresan como mg EQ &cido
ascorbico/mg de extracto.

En la siguiente tabla se muestra la caracterizacion del extracto en cuanto a su contenido en
fenoles totales, asi como su capacidad captadora del radical ABTS™ y reductora de Fe(lll):

Fenoles totales | 18 mg EQ acido galico/mg extracto
ABTS™ | 6 mg EQ acido galico/mg extracto
FRAP | 33 mg EQ &cido ascérbico/mg extracto

Estudios proyectados.

En colaboracion con el Dr. Félix Vega Lisi, Profesor del Depto. de Fisiologia. Universidad de Santiago
de Compostela, Espafa se evaluara la actividad citotdxica de diferentes extractos obtenidos a partir
de plantas de uso en la medicina popular argentina.

Algunos extractos, ej. Hedeoma multiflorum (tomillo serrano),Satureja parvifolia (mufia mufa),
Aloysia polystachya (te de burro), Aloysia gratisima (palo amarillo), Hypericum connatum (cabotoril)
entre otros, han sido evaluados en su toxicidad en nuestro laboratorio utilizando como modelo
neutrofilos humanos (ver informes anteriores). El caso del extracto de tomillo serrano es interesante
de acuerdo a su ya demostrada actividad apoptética sobre neutrofilos.

Estos extractos y el de la yerba mate seran evaluados utilizando otro modelo celular como es el de
hepatocitos primarios de rata en cultivo.

En este modelo se evaluara el efecto sobre el ciclo celular mediante citometria de flujo, la induccion
de apoptosis mediante la actividad de caspasa 3 mediante espectrofluorimetria y el efecto sobre la
viabilidad celular por el método MTT.
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