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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

7.1. Efecto de los antioxidantes sobre la produccion de radicales libres en diferentes
modelos fisiopatolégicos.

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 formacién de ERO y 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, etc.

El uso de distintos modelos experimentales donde participan las ERO sirven para
conocer mecanismos que conducen al estrés oxidativo y proponer distintos tratamientos
para evitarlos.



7.1.1. Insulinorresistencia: Efecto de un extracto acuoso de llex paraguariensis (yerba
mate).

Este trabajo se lleva a cabo conjuntamente con el Dr. Flavio Francini perteneciente al
CENEXA - Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP.

La administracion de una dieta rica en sacarosa (DRS) a ratas normales genera
disfuncion metabdlica hepatica e insulinorresistencia (IR) con aumento de marcadores de
estrés oxidativo y de inflamacion. En recientes trabajos demostramos que el tratamiento con
compuestos antioxidantes tales como acido lipoico y apocinina redujo la insulinorresistencia,
las alteraciones metabdlicas y el dafio oxidativo hepatico en ratas sometidos a una dieta rica
en fructosa (Castro y col., 2012; Castro col., 2013). Por tal razén, la infusién de yerba mate,
de reconocida actividad antioxidante, fue seleccionada con el objetivo de estudiar sus
potenciales efectos para corregir las alteraciones endocrino-metabdlicas producidas por la
sacarosa.

En el informe anterior, presenté resultados parciales y preliminares, en este periodo
se realizaron nuevos experimentos y determinaciones.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un extracto acuoso de llex paraguariensis
(yerba mate) sobre las alteraciones endocrino-metabdlicas inducidas por la DRS.

Metodologia: Se preparé el extracto acuso de yerba mate a partir de una muestra comercial.
Se realiz6 una infusién al 2% con agua corriente. Se utilizaron ratas macho Wistar normales
(180-200 g) alimentadas con dieta comercial estandar. Los tratamientos realizados fueron a
través del agua de bebida: 1) agua corriente (control [C]); 2) solucion acuosa sacarosa 10%
(control sacarosa [S]; 3) yerba mate 2% (yerba mate [CY]) y 4) yerba mate 2% con 10% de
sacarosa 10% (yerba mate +sacarosa [SY]). Los animales (n= 8/lote) se sacrificaron a los 35
dias de tratamiento y se midio: glucemia (Kit comercial), trigliceridemia (TG) (Kit comercial),
insulinemia (RIA), leptinemia (RIA), acidos grasos libres plasmaticos (Kit comercial), dafo
oxidativo, glucégeno hepatico e indicadores histolégicos de inflamacién (microscopia optica /
tincion con hematoxilina y eosina).

Resultados y discusion:

A) Peso corporal y consumo de calorias

Como se observa en la Fig. 1, los animales tratados con CY y SY no sufrieron
significativas diferencias en cuanto a la variaciones en su peso corporal y la ingesta de
calorias.
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B) Mediciones en plasma sanguineo (Fig. 2)

El tratamiento con S produce un significativo incremento de la insulinemia vy
trigliceridemia, sin embargo, no se observé modificacion en la glucemia, respecto a las ratas
del grupo C. Estos resultados nos permiten verificar el funcionamiento del modelo
experimental. Esta verificacidon también se refuerza con las observaciones tales como los
aumentos en la concentracion plasmatica de leptina y acidos grasos libres.

Los animales tratados con dieta YS no mostraron disminuciones significativas de la
insulinemia y trigliceridemia. Por lo cual, concluimos que la yerba mate no revierte los
principales indicadores de la insulinorresistencia inducida por sacarosa. Aunque, se
observaron disminuciones significativas en la concentracion de acidos grasos libres
plasmaticos en ambos lotes tratados con yerba mate (CY y SY).

Los animales que se trataron con CY produjeron una significativa y marcada
disminucién de la leptinemia, propiedad que no se observd cuando se administré en
presencia de sacarosa (YS). El tratamiento de los animales con yerba mate, en ausencia y
presencia de sacarosa (CY y SY), produjo una significativa disminucion de la concentraciéon
de SRTBA respecto a los lotes de animales controles (C y S), estos resultados dan indicios
de una reduccion de dafo oxidativo plasmatico, propiedad que fue descrita con anterioridad
por otros autores (Andujar y col., 2014).
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C) Mediciones en tejido hepatico

C.1) Daio oxidativo (Fig. 3)

En el modelo experimental ensayado, la disminucion significativa de GSH en el tejido
hepatico se constituye en el indicador de dafio oxidativo del tejido de los animales tratados
con S; no observandose diferencias en el contenido de carbonilos y SRTBA respecto a C. El
tratamiento con YS no revierte significativamente esta disminucion, lo que nos permitiria
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concluir que la yerba mate no revierte el daio oxidativo hepatico inducido por la dieta con
sacarosa.
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C.2) Actividad antioxidante y glucogeno (Fig. 4)

También, se determiné la actividad antioxidante total del tejido hepatico mediante el
ensayo de decoloracion del radical ABTS. En este ensayo se observé que el tratamiento CY
produce una disminucion en la decoloracion de radical ABTS, indicando un significativo
aumento de la actividad antioxidante en el tejido. Sin embargo, esta capacidad de la yerba
mate de aumentar la actividad antioxidante del tejido hepatico no se observa cuando los
animales se tratan en presencia de sacarosa (YS).

El aumento de la concentracion hepatica de glucogeno es una caracteristica distintiva
de los animales que se tratan con una DRS, la yerba mate produce una disminucion
significativa en este parametro.
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D) Histologia hepatica

Los animales tratados con sacarosa (Fig. 5C) mostraron cambios en la regién
perilobulillar, respecto a los animales control (Fig. 5A), evidenciados en la presencia de
inclusiones lipidicas citoplasmaticas (esteatosis).

Respecto a los animales tratados con CY no se observaron cambios significativos
(Fig. 5B), y los que recibieron YS, si bien en la imagen se observa una menor proporcion de
hepatocitos alterados (esteatosis), la yerba no pareceria revertir el efecto de la sacarosa
(Fig. 5D). No se observaron imagenes de inflamacién ni de fibrosis evidentes.



Figura 5: A, higado control con dieta normal. B, higado control con dieta de yerba mate. C,
higado con dieta de sacarosa. D, higado con dieta de yerba mate y sacarosa. H y E, x 400. Ref:
v, vena central; estrella negra: zona central (centrolobulillar) con hepatocitos normales; estrella
blanca: zona periférica (perilobulillar) con esteatosis moderada.

Conclusiones:

e La dieta SY no redujo significativamente las alteraciones metabdlicas (trigliceridemia,
insulinemia y leptinemia) e histolégicas inducidas por la dieta S.

o La dieta CY aumenta la actividad antioxidante y reduce al dafio oxidativo hepatico de
los animales respecto al tratamiento C, sin embargo no es capaz de inhibir el dano
oxidativo inducido por la dieta S.

e Otros cambios observados tales como la leptinemia, contenido de glucdégeno hepatico
y acidos grasos libres plasmaticos estan actualmente en consideracion.

Mi participacion en este estudio fue de codirector del proyecto, participando en la
planificacion, coordinacion y analisis de resultados. Mas especificamente, fui el responsable
de la preparacion de los extractos, determinacion del contenido plasmatico de glucosa y
triglicéridos, actividad antioxidante y dafio oxidativo.
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7.1.2. Isquemia — Reperfusiéon: Efecto cardioprotector y antioxidante de un extracto
acuoso de llex brasiliensis.

Este trabajo se llevé a cabo en el marco de la cooperacion con las Prof. Susana
Mosca investigadora perteneciente al Centro de Investigaciones Cardiovasculares de la
Universidad Nacional de La Plata. En el informe correspondiente al periodo 2008-2009
presente resultados que permitieron demostrar que un extracto acuoso de hojas de [
brasiliensis posee actividad cardioprotectora en un modelo de isquemia y reperfusiéon en
corazon aislado de rata (Schinella y col., 2009).

El objetivo del presente trabajo fue profundizar en el estudio de los mecanismos
involucrados en el efecto cardioprotector de llex brasiliensis, principalmente en los
vinculados con la generacion de oxido nitrico (NO).

Metodologia: La actividad cardioprotectora del extacto acuoso de llex brasiliensis (B) se
evalud en corazoén aislado rata (técnica de Langendorff), con un protocolo en que se somete
al corazon a un periodo de isquemia global de 20 min y seguidos de 10 min de reperfusion
con B (30 yg/mL) y 20 min (sin B). La funciéon miocardica, contractilidad, se evalu6 a través
de la presion desarrollada en el ventriculo izquierdo (LVDP) y la maxima velocidad de
desarrollo de la presion de ventriculo izquierdo (+dP/dtmax). La rigidez miocardica durante la
reperfusion y la contractura isquémica se evalué a través de la presion diastolica final
(LVEDP).

Otros corazones (n= 6) recibieron 1 mM de éster metilico de NG - nitro-L - arginina (L-
NAME), un inhibidor no selectivo de la éxido nitrico sintasa (NOS) durante toda la isquemia y
reperfusion para prevenir la activacion de las diferentes isoformas de la enzima.

Al final de los experimentos, el dafio oxidativo del tejido fue evaluado a través de las
determinaciones de la concentracién de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) y el contenido de glutation reducido (GSH).

Resultados:

La inhibicion de la NOS con L-NAME abolié el efecto protector de B en la
recuperacion post-isquémica de la funcidon miocardica sistélica obteniéndose al final del
experimento valores de 58 £+ 9 % y 64 £+ 8 % para LVDP y +dP/dtmax, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 1. Valores de LVDP, +dP/dt...x y LVEDP al finalizar el periodo de reperfusién en
corazones control isquémicos (C), tratados con 1. brasiliensis (B) y tratados con /.
brasiliensis en presencia de L-NAME (B + L-NAME)



Ademas, la atenuacion de la rigidez diastdlica obtenida con B también fue abolida
cuando se inhibié la NOS con L-NAME alcanzando la LVEDP un valor de 39 + 5 mmHg al
final del periodo de reperfusion.

La evaluacion del dafio oxidativo del tejido cardiaco sometido a isquemia y reperfusion
se realizé midiendo los contenidos de SRTBA y GSH. El contenido de SRTBA disminuyd vy el
nivel de GSH se conservd parcialmente cuando los corazones fueron tratados con B en
comparacién con los corazones no tratados (C). Estos efectos beneficiosos fueron anulados
en presencia del inhibidor de la NOS detectandose un aumento de la peroxidacion lipidica y
un menor nivel de GSH (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacion del dafio oxidativo inducido por isquemia y resperfusion
en corazones control isquémicos (C) y tratados con /. brasiliensis (B)

Conclusion: El presente estudio demuestra que la atenuacion de la disfuncion sistélica y
diastélica conferida por el tratamiento con llex brasiliensis fue abolida cuando se inhibieron
las diferentes isoformas de NOS con L-NAME, lo que indicaria que el NO estaria involucrado
en los eventos que conducen a la proteccion.

Mi participacion en este estudio fue evaluar parametros de dafio oxidativo tisular
(glutatién reducido y TBARS).

Bibliografia:

Schinella GR, Fantinelli JC, Tournier HA, Prieto JM, Spegazzini E, Debenedetti S, Mosca
SM. Antioxidant and cardioprotective effects of llex brasiliensis: A comparative study with llex
paraguariensis (yerba mate). Food Res. Int. 2009; 42 (10): 1403-1409.



7.2. Determinacion de los principales compuestos polifenélicos de llex brasiliensis:
Analisis con HPLC-MS

El andlisis por cromatografia de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masa
(HPLC-ESI-MS) se realiz6 en los laboratorios del Dr. Dave Watson en el Departmento de
Ciencias, Universidad de Strathclyde, Reino Unido.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar los principales compuestos fendlicos
del extracto acuoso de hojas de llex brasilensis y establecer caracteres diferenciales con llex
paraguariensis (yerba mate).

Metodologia: Los extractos acuosos de llex brasiliensis e llex paraguariensis, se prepararon
a partir de material vegetal obtenido de hojas secas y pulverizadas en forma de infusion 5%.
El extracto acuoso se liofilizé y el residuo seco se conservé a -20°C hasta su analisis.

Se utilizé un equipo Finnigan LTQ Orbitrap controlado mediante el programa Xcalibur
version 2.0 (Thermo Fisher, Hemel Hempstead, UK). La separacion cromatografia se realizd
en una columna de fase reversa Synergi 4 um Hydro-RP (Phenomenex, Reino Unido). La
fase A (disolucion acuosa de acido férmico 0,1 %) y la fase B (acetonitrilo) se bombearon a
flujo constante de 0,5 mL/min en gradiente desde 90 % a 60 % de la fase A en 20 min, con
un tiempo de equilibrio entre analisis de 2 min.

Para la deteccion del espectro de masa, la interface de inyeccién por electrospray
(ESI) se configuré de la manera siguiente: la temperatura del capilar se ajusté a 200 °C y el
flujo de los gases principal y auxiliar fueron 30 y 10 (unidades arbitrarias del aparato),
respectivamente. Los espectros se registraron en modo negativo con rango de escaneo
195-1200 m/z.

Resultados y discusion:

El cromatograma de /. brasiliensis, obtenido a 350 nm, muestra la presencia de 4
picos cuyos patrones de fragmentacién concuerdan con flavonoides glicosilados de
quercetina (1, 3, 4) y kaempferol (2) (Fig.1A). Sin embargo, el cromatograma de /.
paraguariensis (Fig. 1B) solo muestra un pico consistente con un glucésido de quercetina

(3).

Los espectros de fragmentacion de 1, 3 y 4 presentan un pico base comun de 300
m/z, correspondiente a la quercetina (Fig. 2).

Mediante la ayuda de datos obtenidos de la literatura (Cuyckens & Claeys, 2004; Lu y
col., 2010) se discuto los resultados obtenidos con ambos extractos:

El compuesto 1 (Rt= 9,65 min) muestra un pico a 625,3 m/z (M-H") y un pico a 300,3
(M-2x162-H") lo que corresponde a la perdida de dos hexosas. Lo que podria corresponder a
quercetina diglucésido (Fig. 2, pico 1).

El compuesto 3 (Rt= 11,27 min) podria corresponder a la rutina, ya que muestra un
ion a 609,3 m/z (M-H") y un fragmento a 300,3 (M-162-147-H") lo que indicaria la perdida de
una hexosa y una deoxihexosa, que seria consistente con un residuo rutinésido (glucosa +
rhamnosa) (Fig. 2, pico 3). Su presencia en [. paraguariensis es también evidente (Fig. 3).

El compuesto 4 (Rt= 12,04 min) podria corresponder a quercetina monoglucésido ya
que muestra un pico a 463,3 m/z (M-H") y un pico a 300.3 (M-162-H") lo que corresponderia
a la perdida de una hexosa (Fig. 2, pico 4).
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Figura 1, Cromatografia de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masa
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El espectro del pico 2 (Rt= 10,70-11,05 min) es complejo y puede que contenga mas
de un compuesto (Fig. 4). Sin embargo la preponderancia del fragmento de 284,3 m/z es
diagndstico de kaempferol 3-O-glicésidos (Lu y col., 2010). La sefal a 695.6 m/z podria
indicar que este glicésido seria un malonildiglicésido (hexosas) (286 + (2 x 162) + 86-H").
Otros flavonoides similares han sido descritos previamente en I. paraguariensis, por ejemplo
kaempferol 3-O-(2"-O-alfa-ramnosil-6"-O-malonil)-beta-glucésido (Sugimoto y col., 2009).
Las senales a 497 y 451 m/z podrian pertenecer a otros compuestos co-eluyendo con el
glicésido de kaempferol. En este analisis no se pudo relacionar ninguno de ellos con otros
metabolitos caracteristicos de llex (Bravo y col., 2007).
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Este analisis demostro que llex brasiliensis posee un metabolismo que permite la
sintesis de una mayor variedad de flavonoides derivados de quercetina y kaempferol que /.
paraguariensis (Fig. 1A).

Los estudios fitoquimicos realizados por HPLC-ESI-MS con llex brasiliensis
permitieron identificar un glucésido de quercetina como uno de los principales compuestos
fendlicos diferenciales respecto de . paraguariensis, identificado con un pico 463.3 m/z (M-
H") (Fig. 2, pico 4). Esta observacion es coincidente con los estudios previos realizados por
CCF y HPLC-PDA-UV en los cuales pudimos observar la presencia de un compuesto que se
corresponde a isoquercitrina (Schinella y col., 2009). La presencia de este flavonoide
pareceria ser una caracteristica diferencial con I. paraguariensis, sin embargo, se necesitaria
del analisis de un numero mayor de muestras para corroborar tal afirmacion.

Mi participacidn en este estudio se limito al analisis de los resultados obtenidos.

Bibliografia:

Bravo L, Goya L, Lecumberri E. LC/MS characterization of phenolic constituents of
mate (/lex paraguariensis, St. Hil.) and its antioxidant activity compared to commonly
consumed beverages. Food Res Int. 2007; 40: 393-405.

Cuyckens F, Claeys M. Mass spectrometry in the structural analysis of flavonoids. J
Mass Spectrom. 2004; 39: 1-15.

Schinella GR, Fantinelli JC, Tournier HA, Prieto JM, Spegazzini E, Debenedetti S,
Mosca SM. Antioxidant and cardioprotective effects of llex brasiliensis: A comparative study
with llex paraguariensis (yerba mate). Food Res. Int. 2009; 42 (10): 1403-14009.

Sugimoto S, Nakamura S, Yamamoto S, Yamashita C, Oda Y, Matsuda H, Yoshikawa
M. Brazilian natural medicines. lll. structures of triterpene oligoglycosides and lipase
inhibitors from mate, leaves of llex paraguariensis. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2009; 57: 257-
261.

7.3. Actividad antioxidante total de extractos vegetales

7.3.1. Extractos de plantas utilizadas popularmente para tratamiento de la psoriais
Este trabajo se realizé en el Department of Pharmaceutical and Biological Chemistry
de la University College of London con la direccion del Dr. José Maria Prieto.

Se estudié la actividad biolégica de extractos metandlicos de hojas de Mollis acanthus
(Acanthaceae), Achillea ligustica y Artemisia arborescens, y flores de Inula viscosa
(Asteraceae), plantas que se utilizan en el sur de Italia contra la psoriasis y otras
enfermedades de la piel.

En este trabajo se evaluaron los efectos antiinflamatorios in vitro sobre la actividad de
5,12, 15-LOX y la COX-1, asi como la activacion del factor de transcripcion NFKB en
células intactas (neutrdfilos y plaquetas).

Todos los extractos inhibieron la actividad de 5-LOX y COX-1 por debajo de 200
Mg/mL, sin efectos significativos sobre la via 12-LOX o relevante actividad atrapadora de
radicales libres in vitro. Todos los extractos inhibieron la activacién de la via NFKB.

En este trabajo participé en la determinacion de la actividad antioxidante total de los
extractos, utilizando los ensayos de decoloracion de los radicales libres estables ABTS y
DPPH.

Los extractos metandlicos de las plantas ensayadas mostraron capacidad atrapadora
de radical ABTS con concentraciones inhibitorias 50 (C150) aproximadas a 60 pg/mL (Fig. 1)
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Figura 1. Decoloracién del radical ABTS (%) de los extractos metandlicos de Mollis acanthus, Achillea ligustica,
Artemisia arborescens, € Inula viscosa

Cuando se evaluo la actividad antioxidante total de los extractos por su capacidad de
decolar el radical libre DPPH, se determind que tenian una potencia antioxidante inferior
(CI50> 200 ug/mL) a la demostrada utilizando radical ABTS (datos no mostrados).

7.3.2. Frutos colombianos (corozo y curuba):

Este trabajo forma parte del proyecto de beca posdoctoral (CONICET) de la Dra.
Luisa Fernanda Arbelaez en cual se determinara la actividad cardioprotectora de extractos
obtenidos de frutos colombianos en un modelo de isquemia y reperfusion en el Centro de
Investigaciones Cardiovasculares de la Universidad Nacional de La Plata.

En este proyecto participo como codirector de la becaria y en esta instancia colaboré
con el Lic. Horacio Tournier (Profesional Principal, CIC-PBA) en la determinacion de la
actividad antioxidante total y del contenido de compuestos fendlicos de los extractos de
corozo y curuba.

-Ver informe del Lic. Horacio Tournier-

7.4. Determinacion de la citotoxicidad in vitro de células de la leucemia linfoide
crénica B tratadas con nanoparticulas de 6xido de zinc cubiertas con manganeso.

Este trabajo se llevo a cabo en colaboracion con los proyectos dirigidos con los Dres.
Eduardo Mansilla y Gustavo Marin en el Centro Unico de Ablacion e Implante de la Provincia
de Buenos Aires (CUCAIBA).

Introduccion

El Zinc (Zn) unido a metales como el manganeso (Mn) y englobado en nanoparticulas (NP)
podria modificar sus propiedades Opticas y electronicas y mejor asi las reacciones de
fotooxidacioén en la terapia fotodinamica (TFD). De esta manera esas particulas asi formadas
(Mn-ZnO) podrian utilizarse en el tratamiento de la leucemia linfoide crénica B (LLC-B)
combinado con la TFD. Estas NP si son excitadas por la emision de luz, podrian generar
especies reactivas del oxigeno que lleven a inducir apoptosis en células de la LLC-B, incluso
en fenotipos resistentes a terapias convencionales.
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Objetivo del estudio
Promover con el uso de nanoparticulas Mn-ZnO+terapia fotodinamica, un efecto pro-
apoptaotico en las células LLC-B resistentes a tratamientos convencionales.

Materiales y Métodos

NPs de 20 nm con 0,5% de Mn-ZnO se sintetizaron mediante una técnica de precipitacion
quimica. Dichas NP se utilizaron a 140 pg/mL en medio de cultivo en presencia de linfocitos
normales (LN) o de células LLC-B humanas no-mutadas. La penetracion de NP dentro de las
células se evalud por microscopia electrénica de transmision (TEM). NP cultivadas con
células fueron estimuladas por la emision de luz de un laser con una longitud de onda de
532 nm. La generacion intracelular de oxigeno después de la TFD fue medida por analisis
cuantitativo de fluorometria de las reacciones de foto-oxidacién utilizando una sonda
fluorescente de oxigeno. La apoptosis se evalud por citometria de flujo usando tincion doble
anexina V/yoduro de propidioy MTT.

Resultados

Después de 24 horas en cultivo, tanto LN como células LLC-B sin NP y sin irradiacion no
mostraron diferencias estadistica en términos de apoptosis (4,6% vs 7,2%, NS). No
obstante, cuando se cultivaron durante el mismo periodo de tiempo, dichas células
expuestas a NP de Zn, pero sin irradiacion, el % de LN y de células LLC-B apoptéticas fue
de 15y 45%, respectivamente mientras que agregando irradiacion estos % de apoptosis
fueron de 30y 89% (p < 0,001).

Conclusion

NP de Mn-ZnO fueron capaces de producir un alto nivel de apoptosis en células LLC-B no
mutadas en comparacion con linfocitos normales, especialmente luego de su irradiacion con
laser (p<0,001). Esta diferencia podria deberse a la diferencia en el estado redox que
poseen las células de LLC-B. Los hallazgos sugieren que esta terapia innovadora podria ser
utilizada en el futuro como un tratamiento eficaz alternativo especialmente bajo la aparicidon
de fenotipos resistentes LLC-B.

Mi participacidn en este trabajo fue la de determinar la viabilidad de las células tratadas
con las NP mediante el ensayo de MTT. Los resultados que se observan en la Fig. 1
permitieron concluir:

LN:CL-24 hs
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< 0.25
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Figura 1. Viabilidad de células de leucemia linfoide crénica B tratadas in vitro
con nanoparticulas de Mn-ZnO durante 24 h.
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1) La viabilidad de los LN y las CL (células de leucemia linfoide crénica B) no difieren

cuando se las mantiene en cultivo durante 24 h.

2) La diferencia que se observa entre LN irradiado y CL irradiado, indica que la

irradiacion de la CL produce un efecto citotoxico

3) Los tratamientos con particulas P1, P2v1 y P3 producen un efecto citotoxico mayor en

las CL que en LN.

8. OTRAS ACTIVIDADES

8.1. PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC.

1.

2.

3.

Schinella G, Neyret E, Console G, Tournier H, Prieto JM, Rios JL, Giner R. An
aqueous extract of llex paraguariensis reduces carrageenan-induced edema and
inhibits the expression of COX-2 and iINOS in animal models of inflammation. Planta
Med. 2014; 80(12):961-968. Epub 2014 Aug 4.

Andujar |, Schinella GR, Rios JL. “Yerba Mate (l/lex paraguariensis): A Psycho-
stimulant Plant with Anti-oxidant Properties”. In: Polyphenols: Food Sources, Bioactive
Properties and Antioxidant Effects (Dean T. Cobb, Ed.), Nova Science Publishers.
New York, USA. 2014. pp. 51-86.

Bader A, Giner RM, Martini F, Schinella GR, Rios JL, Braca A, Prieto JM. Modulation
of COX, LOX and NFkB activities by Xanthium spinosum L. root extract and ziniolide.
Fitoterapia 2013; 91: 284-289. Epub 2013 Oct 1.

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

1.

2.

8.3.

Curso de perfeccionamiento:

1.1) Especializacion en Docencia Universitaria. Universidad Nacional de La Plata: en
este periodo curse y aprobé dos talleres (“Investigacion e intervencion en la practica
docente universitaria” y “Escritura académica”).

1.2) Maestria en Plantas Medicinales. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP: en este
periodo redacte el trabajo de tesis e inicie el tramite para su evaluacion.

Miembro del comité cientifico del || Simposio Internacional de Yerba Mate y Salud.
Hotel Radisson del 8 al 10 de mayo 2014 Montevideo Uruguay. Este simposio cuenta
con el auspicio de la CIC-PBA (ver acta de Directorio CIC-PBA Nro. 1385)

ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS o EVENTOS

SIMILARES.

1.

2.

Rosu SA, Ramella N, Schinella G, Rios JL, Andujar |, Rimoldi O, Tricerri MA.
“Structure-function relationships in apolipoprotein A-I mutants associated with
amyloidosis”. IX International Symposium on Familial Amyloidotic Polyneuropathy. Rio
de Janeiro, Brasil, 10-13 noviembre 2013. Memoria de congreso (

Schinella G, Neyret E, Tournier H, Prieto J, Rios J, Giner R. Efecto antiinflamatorio de
un extracto acuoso de llex paraguariensis. LVIll Reunion cientifica anual de la
Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, Reunion cientifica anual 2013 de la
Sociedad Argentina de Fisiologia, XLV Reunion cientifica anual de la Sociedad
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Argentina de Farmacologia Experimental. Mar del Plata, Argentina. 20-23 de
noviembre 2013. Medicina (Buenos Aires) 73 (Supl. Ill): 152; 2013.

3. Gonzélez Arbelaez L, Fantinelli J, Schinella G, Mosca S. La via Akt/eNOS/GSK-3-
beta esta involucrada en la disminucion del tamano del infarto producida por un
extracto acuoso de llex paraguariensis. LVIII Reunion cientifica anual de la Sociedad
Argentina de Investigacion Clinica, Reunion cientifica anual 2013 de la Sociedad
Argentina de Fisiologia, XLV Reunidn cientifica anual de la Sociedad Argentina de
Farmacologia Experimental. Mar del Plata, Argentina. 20-23 de noviembre 2013.
Medicina (Buenos Aires) 73 (Supl. IIl): 273; 2013.

4. Pena-Luengas S, Marin GH, Errecalde J, Rodriguez NF, Roque G, Schinella G,
Pistaccio L, Dreom M, Nufiez L, Sanchez F, Adrian T, Goya R, Perales-Pérez O,
Rivera- Montalvo L Mansilla E. “Nanoparticulas de éxido de zinc cubiertas con
manganeso para el tratamiento fotodinamico de la leucemia linfoide crénica B
resistente a terapias habituales”. | Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNLP. La Plata Argentina. 28-30 de noviembre, 2013. Tercera Epoca.
Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Médicas. 2013; 4(1):1-1.

5. Schinella G, Castro MC, Riccilo F, Maitztegui B, Roman L, Flores LE, Zubiria G,
Castrogiovanni D, Massa ML, Francini F. “Efecto de la yerba mate en las alteraciones
endocrino-metabdlicas inducidas por administracién de una dieta rica en sacarosa en
ratas”. VI Congreso Sudamericano de la Yerba Mate y |l Simposio Internacional de
Yerba Mate y Salud. Montevideo. Uruguay. 8-10 mayo 2014. Memoria de congreso
(ISBN: 978-9974-0-1085-7)

9. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.

9.1. Curso de pregrado:
1) Jefe de Trabajos Practicos dedicacién parcial. Catedra de Farmacologia Basica.
Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.

2) Jefe de Trabajos Practicos dedicacion simple. Asignatura: Elementos de
Farmacologia. Departamento de Ciencias Biologicas. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP
(a partir de marzo de 2014 estoy de baja en el presente cargo)

9.2. Curso de posgrado:
1) Asignatura: “Bioensayos de plantas medicinales”. Modulo: Actividad antioxidante de
productos naturales. Maestria en Plantas Medicinales. Departamento de Ciencias
Biolégicas. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP. Noviembre 2013.

2) Taller: “Antioxidantes en la Salud Humana”. Maestria en Ciencias Bioldgicas.
Universidad de la Amazonia. Florencia. Caqueta. Colombia. Octubre 2013.

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

10.1. Codireccion de proyectos:
1) “Antioxidantes naturales de origen vegetal: efecto sobre la produccion de radicales
libres en diferentes modelos fisiopatolégicos (11/M139)”. Programa de Incentivos para los
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Docentes-Investigadores. Secretaria de Politicas Universitarias. Ministerio de Educacion,
Ciencia y Tecnologia. 2009-2012. Directora: Susana Mosca.

2) “Intervencion farmacoldgica sobre procesos inflamatorios y de estrés oxidativo en
un modelo de insulinorresistencia (11/M162)”. Programa de Incentivos a Docentes-
Investigadores. Secretaria de Politicas Universitarias. Ministerio de Educacién. Presidencia
de la Nacién. Argentina. 2012-2015. Director: Flavio Francini.

10.2. Codireccion de becarios

1) Luisa Arbelaez Gonzalez. Beca Interna Postdoctoral 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
ejecucion: Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias Médicas.
UNLP. 2014-2015.

10.3. Evaluacién de trabajos cientificos, proyectos de investigacion y becas

1) Trabajos Cientificos: International Journal of Food Science (1); Planta Medica (1).

2) Proyectos de investigaciéon: Fondo Maria Vifias. CONICYT / Agencia Nacional de
Investigacion e Innovacion. Uruguay. Convocatoria 2013.

3) Becas: Beca tipo A. Universidad Nacional de La Plata. Convocatoria 2013.
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RESUMENES DE CONGRESOS

1) IX International Symposium on Familial Amyloidotic Polyneuropathy. Rio de
Janeiro, Brasil, 10-13 noviembre 2013.

D-13 — STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN APOLIPOPROTEIN A-I MUTANTS ASSOCIATED WITH AMYLOIDOSIS.
Silvana A. Rosui, Nahuel A. Ramellai, Guillermo R. Schinella2, Jose L. Rioss, Isabel Andujars, Omar
J. Rimoldii, M.Alejandra Tricerrii

{INIBIOLP - Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (Facultad Cs Medicas UNLP Calle 60
y 120, La Plata, Argentina), 2UNLP - Catedra de Farmacologia Basica. (Facultad Cs Médicas UNLP. CIC-
PBA. Calle 60 y 120, La Plata, Argentina), 3UV — Departament de Farmacologia (Universitat de
Valencia. Espafia.)

Amyloidosis induced by Human apolipoprotein A-I (apoA-I) represent a broad range of clinical
manifestations, depending on the protein variant which is involved. Senile non hereditary
amylodosis, is characterized by deposits of protein with the wild type sequence (WT) in
atherosclerotic plaques, thus opening the hypothesis that a chronic inflammatory micro environment
could elicit protein misfolding and or loss of function. But in addition, more than fifteen single
point mutants of this protein are associated with amylodosis in patients, affecting different
organs and with different severity. In order to get insight into the mechanism inducing protein
misfolding, we constructed three natural amyloidogenic variants (Argl73Pro, Gly26Arg and Lys107-0),
and compared their behavior with WT.

The three mutants are less stable than WT at physiological pH, and show a non cooperative
unfolding. However only Argl73Pro and Lys107-0 have a stronger tendency to aggregate under this
condition. Argl73Pro shows also higher tendency to bind to heparin under mild acidic pH and in the
presence of small amounts of dodecyl sodium sulfate. Instead Gly26Arg but not Lysl07-0 enhances
macrophages activation, which could be a clue mechanism to perpetuate a pro—inflammatory micro
environment. Results indicate that subtle structural changes are required to induce protein
pathogenicity, however this is not only related to protein instability but to the specific
activation of cellular pathways that could enhance their toxicity under specific conditions as
well. Authors acknowledge support from UNLP (M158), ANPCyT (PICT 2008-2106), and CONICET (PIP PIP
112-200801-00953 and 112 201101-00648.

2) LVIII Reunién cientifica anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica,
Reunién cientifica anual 2013 de la Sociedad Argentina de Fisiologia, XLV Reunién
cientifica anual de la Sociedad Argentina de Farmacologia Experimental. Mar del Plata,
Argentina. 20-23 de noviembre 2013. Medicina (Buenos Aires) 73 (Supl. Ill): 273; 2013.

215- EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE UN EXTRACTO ACUOSO DE ILEX PARAGUARIENSIS
Guillermo Schinella, Elisa Neyret, Horacio Tournier, José Ma. Prieto, José L. Rios, Rosa Giner.
Facultad de Ciencias Médicas. UNLP; CIC-PBA, Argentina; Universitat de Valencia, Espafia;
University College of London, UK. E-mail de contacto: Guillermo Schinella <schinell@uv.es>

Introduccién: La infusién de hojas secas y picadas de llex paraguariensis —yerba mate- (YM) es la
bebida tradicional que se utiliza como fuente de cafeina, con una importante funcién social y ritual.
En los ultimos afios, un gran numero de publicaciones cientificas demostraron sus efectos
antioxidantes, cardiovasculares, antimutagénicos, reductores de peso corporal, etc., en diferentes
modelos experimentales.

Objetivo: Estudiar el efecto antinflamatorio de /. paraguariensis en un modelo in vivo

Metodologia: El extracto acuoso YM se prepard, a partir de material vegetal comercial, como una
infusion al 5% plv, se liofilizd y se almaceno a -20C hasta su uso. Se caracterizé su composicién
quimica mediante HPLC-DAD. Se utilizaron ratones machos Swiss. Se evalué la actividad
antinflamatoria mediante el modelos experimental de inflamacion aguda del edema plantar inducido
por carragenina. Se determind la actividad de mieloperoxidasa (MPO) en patas de animales tratados
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y controles para estimar la infiltracidn leucocitaria en el sitio de inflamaciéon. En homogenatos de las
patas se determind la expresion de COX2 e iNOS mediante western blot.

Resultados: La administracion oral de YM reduce de forma dosis dependiente el edema plantar
inducido por carragenina. YM a la dosis de 250 mg/kg reduce significativamente el edema con una
inhibicion de 53% a las 3 h. Tanto YM (250 mg/kg) como la indometacina (10 mg/kg) inhiben
significativamente la infiltracion leucocitaria en el tejido después de 5 h de la inyeccién plantar de
carragenina en un 24%. El analisis de western blot del efecto del YM en el tejido plantar inflamado, 5
h después de la inyeccion de carragenina, muestra que se produce un 43% y 53% de inhibicion la
expresion de COX-2 e iNOS respectivamente, valores ligeramente inferiores a los obtenidos para la
indometacina.

Conclusién: Un extracto acuoso de llex paraguariensis —yerba mate- posee actividad antinflamatoria
en un procesos de inflamacién aguda.

632- LA VIA Akt/eNOS/GSK-3p ESTA INVOLUCRADA EN LA DISMINUCION DEL TAMANO DEL
INFARTO PRODUCIDA POR UN EXTRACTO ACUOSO DE ILEX PARAGUARIENSIS.

Luisa F Gonzalez Arbelaez, Juliana Fantinelli, Schinella G, Susana Mosca. Centro de Investigaciones
Cardiovasculares (CONICET), Catedra de Farmacologia Basica (CIC-PBA), Facultad de Ciencias
Médicas, UNLP, La Plata.

En experimentos previos demostramos la accidon beneficiosa de un extracto acuoso de llex
paraguariensis (IP) sobre el atontamiento miocardico. El objetivo de esta investigacion fue examinar
los efectos de la administracién de dicho extracto en un modelo de isquemia regional estudiando los
mecanismos implicados. Corazones aislados de ratas Wistar y perfundidos segun la técnica de
Langendorff fueron sometidos a un periodo de 40 min de oclusién coronaria (producida por ligadura
de la arteria descendente anterior) seguido de un periodo de reperfusién de 60 min. Otro grupo de
corazones fueron tratados durante los primeros 10 minutos de la reperfusion con una dosis de 25
ug/ml de IP. Se midié el tamafo del infarto (TI), por medio de la tincién con sales de tetrazolio (TTC),
y se evaludé la funcion miocardica postisquémica. En el tejido miocardico se determiné la
concentracion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), el nivel de glutatiéon
reducido (GSH) y la actividad citosélica de SOD como indicadores del estado oxidativo. La expresion
de eNOS, Akt, ERK1/2, p90RSK y GSK-3p fueron determinadas por western blot. El tratamiento con
IP disminuyo el Tl (20 £ 3% vs 38 = 3 %) y mejord la recuperacion miocardica postisquémica. Las
TBARS disminuyeron, el nivel de GSH se preservo parcialmente y la actividad de SOD disminuyd.
Los contenidos de eNOS , Akt y GSK-3 B aumentaron después del tratamiento con IP en un 24%,
41% y 19%, respectivamente; mientras que ERK1/2 y p90RSK no se modificaron.

El presente estudio demuestra que la administracion de IP sélo en la reperfusion ejerce efecto
cardioprotector disminuyendo la muerte celular y el dafio oxidativo derivados de la isquemia-
reperfusion. Estos efectos serian mediados por la via Akt-eNOS-GSK-3p.

3) I Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP. La Plata
Argentina. 28-30 de noviembre, 2013. Tercera Epoca. Revista Cientifica de la Facultad
de Ciencias Médicas. 2013; 4(1):1-1

NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC CUBIERTAS CON MANGANESO PARA EL
TRATAMIENTO FOTODINAMICO DE LA LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA B RESISTENTE
A TERAPIAS HABITUALES.

Autores: Pena-Luengas S, Marin GH, Errecalde J, Rodriguez NF, Roque G, Schinella G,
Pistaccio L, Dreom M, Nufez L, Sanchez F, Adrian T, Goya R, Perales-Pérez O, Rivera-
Montalvo L, Mansilla E.

Introduccion

El Zinc (Zn) unido a metales como el manganeso (Mn) y englobado en nanoparticulas (NP)
podria modificar sus propiedades Opticas y electronicas y mejor asi las reacciones de
fotooxidacién en la terapia fotodinamica (TFD). De esta manera esas particulas asi formadas
(Mn-ZnO) podrian utilizarse en el tratamiento de la leucemia linfoide crénica B (LLC-B)
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combinado con la TFD. Estas NP si son excitadas por la emision de luz, podrian generar
especies reactivas del oxigeno que lleven a inducir apoptosis en células de la LLC-B, incluso
en fenotipos resistentes a terapias convencionales.

Objetivos

Promover con el uso de nanoparticulas Mn-ZnO+terapia fotodinamica, un efecto pro-
apoptético en las células LLC-B resistentes a tratamientos convencionales.

Materiales y Métodos

NPs de 20 nm con 0,5% de Mn-ZnO se sintetizaron mediante una técnica de precipitacién
quimica. Dichas NP se utilizaron a 140 ug/ml en medio de cultivo en presencia de linfocitos
normales (LN) o de células LLC-B humanas no-mutadas. La penetracion de NP dentro de las
células se evalué por microscopia electronica de transmision (TEM). NP cultivadas con
células fueron estimuladas por la emisién de luz de un laser con una long. onda de 532 nm.
La generaciéon intracelular de oxigeno después de la TFD fue medida por analisis
cuantitativo de fluorometria de las reacciones de foto-oxidacién utilizando una sonda
fluorescente de oxigeno. La apoptosis se evalud por citometria de flujo usando Anexina V
(anexina V/ SYTOX), MTT y IP.

Resultados

Después de 24 horas en cultivo, tanto LN como células LLC-B sin NP y sin irradiacion no
mostraron diferencias estadistica en términos de apoptosis (4,6% vs 7,2% pNS). No
obstante, cuando se cultivaron durante el mismo periodo de tiempo, dichas células
expuestas a NP de Zn, pero sin irradiacion, el % de LN y de cél. LLC-B apoptaéticas fue de 15
y 45%, respectivamente mientras que agregando irradiacion estos % de apoptosis fueron de
30y 89% (p <0.001).

Conclusion

NP de Mn-ZnO fueron capaces de producir un alto nivel de apoptosis en células LLC-B no
mutadas en comparacion con linfocitos normales, especialmente luego de su irradiacion con
laser (p<0.001). Esta diferencia podria deberse a la diferencia en el estado redox que
poseen las células de LLC-B. Los hallazgos sugieren que esta terapia innovadora podria ser
utilizada en el futuro como un tratamiento eficaz alternativo especialmente bajo la aparicién
de fenotipos resistentes LLC-B.

4) VI Congreso Sudamericano de la Yerba Mate y Il Simposio Internacional de Yerba
Mate y Salud. Montevideo. Uruguay. 8-10 mayo 2014. Memoria de congreso (ISBN: 978-
9974-0-1085-7)

EFECTO DE LA YERBA MATE EN LAS ALTERACIONES ENDOCRINO-METABOLICAS
INDUCIDAS POR ADMINISTRACION DE UNA DIETA RICA EN SACAROSA EN RATAS.

G Schinella" >, MC Castro®, F Riccilo’, B Maitztegui®, L Roman®, LE Flores®, G Zubiria®, D Castrogiovanni®,
ML Massa’, F Francini®".

'Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata (UNLP); “CENEXA (UNLP-CONICET);
*Facultad de Ciencias Naturales y Museo (UNLP); “IMBICE (CIC-CONICET); °CIC-PBA; La Plata, Argentina.
*E mail: Flavio Francini <f francini@yahoo.com>

Dietas ricas en sacarosa —DRS- inducen alteraciones que se asocian con el sindrome metabdlico humano. La
investigacion de productos naturales para su tratamiento es creciente. Este trabajo evalud el efecto de llex
paraguariensis (YM) sobre animales tratados con dieta comercial estandar (C y CY) sin/con sacarosa 10% en el
agua de bebida (DS y DSY). Se determinaron: a) glucosa, insulina, leptina, triglicéridos, NEFA y TBARS en
plasma; b) secrecion de insulina en islotes pancreaticos; y c¢) histologia hepatica. Los animales DS presentaron
hipertrigliceridemia, aumento de NEFA, hiperinsulinemia, hiperleptinemia y esteatosis hepatica. La CY redujo
significativamente la leptinemia y TBARS respecto a C. Islotes de animales DS mostraron un incremento en la
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secrecion de insulina estimulada por glucosa 16,6 mM, este incremento fue significativamente mayor en los
animales CY y DSY. Si bien el tratamiento con YM no redujo significativamente los efectos adversos de la
DRS, su efecto potenciador sobre la secrecion de insulina requiere futuros estudios.

Palabras claves: yerba mate, sacarosa, insulina, leptina
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ABSTRACT

Yerba Mate is the trivial name of the species llex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae). It has a high
reputation in the countries of origin for its psycho-stimulant properties, where the folia are used as a social drink.
It is widely distributed in South America. The folium contains caffeine (0.3-1.7%) as principal xanthine, but
theobromine is also present. In addition, it contains tannins, essential oils, triterpenes, saponins, resin, and
phenolics, principally flavonoids and caffeoyl derivatives, being chlorogenic, isochlorogenic and neochlorogenic
acids the most relevant compounds of this last group.

The caffeine confers psycho-stimulant properties as well as cardiovascular and respiratory stimulant
properties, which are the base of its anti-fatigue and stimulatory effects. Other properties as thermogenic,
digestive, and hypocholesterolemic are also due to the presence of caffeine.

The second relevant group of compounds is the phenolics, that confer anti-oxidant properties to yerba mate,
which are closely related with its cardio-protective, anti-mutagenic and cellular protective effects. Reactive
oxygen species (ROS) are implicated in different pathologies, especially in cardiovascular diseases but also in
digestive disorders and other systems and organs. In particular, a key factor in the development of cardiovascular
diseases such as cardiac damage, atherogenesis, or arterial injuries, is the membrane damage caused by lipid
peroxidation. In these cases, the use of anti-oxidants, such as carotenes or vitamin E is widely accepted; however,
there are evidences that they could be innocuous or deleterious. For this reason, the administration of an anti-
oxidant therapy based on the use of natural products with good bioavailability or with activity on anti-oxidant
enzymes may protect against the direct injurious effects described for some oxidants.

In the present chapter, we make a critical review on the properties of yerba mate, focusing on the anti-oxidant
effects and the differences with other anti-oxidants used for medical purposes.
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