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RESUMEN

En la Gltima década, la quimica sostenible (también Ilamada quimica verde) ha atraido un gran
interés en muchas areas, en las que se incluyen los antioxidantes naturales. Principalmente,
porque numerosos estudios indican que los antioxidantes pueden retrasar o prevenir las
patologias més prevalentes de la humanidad. Los objetivos de esta tesis fueron analizar el poder
antioxidante de extractos vegetales derivados de plantas nativas y obtenidos mediante procesos
“verdes”, seleccionar aquellos extractos con actividad antioxidante alta, estudiar su efecto
citoprotector frente a diversas sustancias oxidantes, realizar ensayos para anticipar posibles
aplicaciones y subfraccionar los extractos activos para obtener fracciones enriquecidas en esta
actividad. Se analizaron extractos de especies vegetales nativas de Argentina y de la region
norpatagdnica que son utilizadas tradicionalmente con fines medicinales, principalmente como
antiinflamatorios, tales como Larrea cuneifolia, Larrea nitida, Grindelia chiloensis,
Pteromonnina dictyocarpa, Mandevilla laxa y Monttea aphylla. Por otra parte, se examinaron
distintos tejidos de las semillas comestibles (pifiones) de Araucaria araucana, una especie de
conifera icénica de la Patagonia Argentina y Chilena, comunmente conocida como “Pehuén”.
Se profundizaron los estudios en estas semillas por presentar actividad antioxidante en todos
sus tejidos, incluidas las cascaras que son normalmente descartadas como residuos de su
industrializacion  gastronémica. Se determind la composicion quimica mediante
espectrofotometria, cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de fluorescencia
de rayos X. La actividad bioldgica de extractos elaborados a partir de cascaras de pifiones y/o
de fracciones purificadas se evalué en modelos in vitro e in vivo de estrés oxidativo. Se
determinaron marcadores redox en células mamiferas expuestas a arsénico y en glandulas
salivales de ratas tratadas con ciclofosfamida (farmaco oncoldgico). La toxicidad aguda se
descartd mediante pruebas in vitro y tincion fluorescente doble. También se analiz6 la
capacidad de inhibir la corrosion de metales. Ademas, se obtuvieron cultivos celulares a partir
de pifiones por biotecnologia, como método biosustentable de obtencion de metabolitos de
interés industrial. Los resultados mostraron que las especies vegetales analizadas son ricas en
polifenoles, con alto poder antioxidante y baja toxicidad, excepto G. chiloensis. Las cascaras
de los pifiones, residuos de su industrializacion, resultaron ser una fuente importante de
antioxidantes, con los mayores niveles de fenoles y flavonoides y el mayor poder antioxidante
de la semilla (hasta 404 ug equivalente de acido ascérbico por mg de cascara vs. 1,14 en la
porcién comestible). Ademas, ningun tejido del pifién, tanto de la parte comestible como de los
residuos gastrondmicos, mostré toxicidad in vitro en las lineas celulares mamiferas evaluadas.
Se encontro6 que los oligoelementos de importancia nutricional como Na, Mg, P, S, Cl, Ky Ca
son constituyentes mayoritarios en la cascara y en la porcién comestible (embrion y
endosperma) del pifidn. El extracto de la cascara presentd alto contenido de &cido galico,
catequina, quercetina y taninos. En consistencia con estos resultados, el extracto de la cascara
del pifion mostrd una significativa proteccion in vivo e in vitro contra el dafio oxidativo y
también fue capaz de inhibir la corrosién del acero en medio acido. Por ultimo, fue posible
obtener metabolitos secundarios in vitro a partir de células desdiferenciadas de pifion, con
mayor actividad antioxidante y concentracién de compuestos fendlicos, en comparacion con
los obtenidos del tejido originario de la semilla. Se concluye que especies vegetales usadas en
medicina popular de la Norpatagonia, contienen elevado poder antioxidante y que los residuos
biologicos de pifidn son una fuente atractiva de antioxidantes naturales de bajo costo, con
posibles aplicaciones nutracéuticas, farmacolégicas y para la proteccion contra la corrosion de
metales. Por otro lado, se demuestra que los metabolitos del pifion pueden ser obtenidos in vitro,
como método biosustentado y ecoldgicamente favorable.



SUMMARY

In the last decade, sustainable chemistry (also called green chemistry) has attracted great
interest in many areas, including natural antioxidants. Mainly, because numerous studies
indicate that antioxidants can delay or prevent the main pathologies of humanity. The objectives
of this thesis were to analyze the antioxidant power of extracts derived from native species and
obtained using green processes, to select those extracts with high activity, to analyze their
cytoprotective effect against various oxidizing substances, to carry out tests to anticipate
possible applications and to sub-fractionate the active extracts to obtain fractions enriched in
this activity. Extracts of plant species from the North Patagonian region that are traditionally
used for medicinal purposes mainly as anti-inflammatories, were analyzed, such as Larrea
cuneifolia, Larrea nitida, Grindelia chiloensis, Pteromonnina dictyocarpa, Mandevilla laxa
and Monttea aphylla. On the other hand, different seed (pifiones) tissues of Araucaria
araucana, an iconic conifer from Argentine and Chilean Patagonia, commonly known as
“Pehuén” and the residues of its industrialization in gastronomy were examined. Its chemical
composition was determined by spectrophotometry, high performance liquid chromatography
and X-ray fluorescence spectrometry. Biological activity of extracts obtained from pifion coat
and/or its purified fractions was evaluated in in vitro and in vivo models of oxidative stress.
Redox markers were determined in mammalian cells exposed to arsenic and in salivary glands
of rats treated with cyclophosphamide (an oncological drug). Acute toxicity was discarded
using in vitro tests and double fluorescent staining. The inhibitory properties of metal corrosion
of extracts were also analyzed. Furthermore, cell cultures were obtained by biotechnology from
pifiones, as a bio-sustainable method for obtaining metabolites of industrial interest. The results
showed that the analyzed plant species are rich in polyphenols, with high antioxidant power
and low toxicity, except for G. chiloensis. Pifiones coats, residues of its industrialization, turned
out to be an important source of antioxidants, showing the highest levels of phenols and
flavonoids and the highest antioxidant power of the seed (up to 404 ug of ascorbic acid
equivalent per mg of coat vs. 1,14 in the edible part). Furthermore, no tissue, both in the edible
part and in the gastronomic residues, showed in vitro toxicity in the mammalian cell lines
evaluated. It was found that oligoelements with nutritional importance like Na, Mg, P, S, CI, K
and Ca were the major elements encountered in pifiones coats and in the edible parts (embryo
and endosperm). Pifion coat extract had a high content of gallic acid, ferulic acid, catechin,
quercetin and tannins. According with these results, pifion coat extract showed significant in
vivo and in vitro protection against oxidative damage and was able to inhibit steel corrosion in
acid medium. Finally, it was possible to obtain secondary metabolites in vitro from
dedifferentiated pifiones cells with highest antioxidant activity and phenolic content compared
with the tissue extracted from the seed. It can be concluded that the analyzed plant species used
in traditional medicine in Norpatagonia contain high antioxidant activity and that pifion
biowaste is an attractive source of low-cost natural antioxidants with potential nutraceutical,
medical, and metal corrosion protection applications. On the other hand, it is shown that pifion
antioxidants can be obtained in vitro, as a biosustained and ecologically favorable method.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL y OBJETIVOS



1.1. INTRODUCCION GENERAL

En la actualidad existe un gran interés cientifico por el estudio del papel que cumplen el estrés
oxidativo y los antioxidantes en la relacion salud/enfermedad, no s6lo en humanos sino en toda
la biota. Los factores que causan el estrés oxidativo pueden estar presentes en el aire, los
alimentos, medicamentos, humo del cigarrillo, restos de insecticidas en los alimentos de origen
vegetal, radiaciones solares, entre otros (Figura 1) (Leni et al. 2020; Vatner et al. 2020; Zheng
et al. 2020). Evidencias firmes indican que el estrés oxidativo, generado ya sea por el aumento
de las especies reactivas de oxigeno (EROs) y nitrogeno (ENOs) o por disminucién de las
defensas antioxidantes, altera la estructura y funcion de biomoléculas esenciales (lipidos,
proteinas y ADN), y esto se asocia al envejecimiento y a numerosas enfermedades, entre ellas:
cancer, enfermedad de Parkinson, Alzheimer, ateroesclerosis, lesion hepética, artritis
reumatoide, diabetes tipo 2, insuficiencia renal (O’Flaherty 2020; Eguchi et al. 2021; lonescu-
Tucker y Cotman 2021; Pisoschi et al. 2021). Ademas, se ha reportado que el estrés oxidativo
tiene un papel clave en la patogénesis de COVID-19 y determina la gravedad de la enfermedad
(Kountouri et al. 2021). Estas enfermedades impactan no sélo en la cantidad de afios de vida,
sino en la calidad de la vida y esto es un creciente problema de salud pablica global que subyace
a la mayor expectativa de vida que brinda la farmacologia moderna. En relacion a esto, puede
citarse el aumento de algunas patologias como la insuficiencia renal crénica o la neuropatia
periférica dolorosa, cuyas incidencias se han incrementado en correspondencia al avance de los
tratamientos oncologicos, que tratan de manera efectiva el cancer pero pueden producir dafios
oxidativos irreparables (Jha et al. 2013; Zajaczkowska et al. 2019).

Los antioxidantes de la dieta son capaces de frenar las cascadas de sefiales que llevan al estrés
oxidativo a través del aumento de las defensas naturales y de la prevencion de los dafios
oxidativos y las enfermedades asociadas a ellos (Figura 1) (Bjegrklund y Chirumbolo 2017,
Comert y Gokmen 2018; Sun et al. 2020). Entre los antioxidantes de la dieta, se encuentran los
polifenoles, metabolitos secundarios de las plantas que cumplen un papel en la defensa contra
la radiacion ultravioleta o la agresion por agentes patdgenos (Pandey y Rizvi 2009), y que en
células de mamiferos pueden provocar en bajas concentraciones respuestas antioxidantes a
través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor
nuclear E2) (Scuto et al. 2022).

La busqueda de antioxidantes vegetales, basada en la riqueza floristica de un pais y los
conocimientos etnobotanicos, puede resultar en nuevos principios activos que no son detectados
de otra manera. Dentro de la flora Argentina, distribuida en 283 familias (253 son plantas

vasculares), al menos 1500 especies son usadas en la medicina tradicional de Argentina



(Goleniowski et al. 2006; Barboza et al. 2009; Zuloaga y Belgrano 2015; Cantero et al. 2019;
Zuloaga et al. 2019).
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Figura 1: Esquema representativo sobre factores que promueven la formacion de radicales libres 'y
sustancias antioxidantes que actian como sistema de defensa.

En la regién Patagdénica Argentina se han descripto numerosas especies de plantas con
propiedades medicinales utilizadas contra afecciones hepaticas, intestinales, musculares,
renales, entre otras (Muifio 2011); sin embargo, en muchas de ellas no se ha investigado la
composicion de metabolitos secundarios activos, ni los mecanismos involucrados en dichos
efectos curativos. Los compuestos fendlicos, tales como taninos, antocianinas y flavonoides,
tienen propiedades antioxidantes que, en muchos casos, se relacionan estrechamente con una
accion antiinflamatoria, principal mecanismo involucrado con la patogenia de las enfermedades
mencionadas (Shahidi y Ambigaipalan 2015; Chandrasekara y Shahidi 2018). Entre las
especies usadas en medicina popular norpatagénica para tratar trastornos inflamatorios, resultan
interesantes para estudiar: Monttea aphylla, Mandevilla laxa, Larrea cuneifolia, Larrea nitida,
Pteromonnina dictyocarpa y Grindelia chiloensis, de las cuales ha sido poco estudiada su
composicion quimica, como también el mecanismo de su efecto terapéutico.

Segun datos bibliograficos, la infusion de M. aphylla se utiliza para afecciones hepaticas y
dolencias renales (Del Vitto et al. 1997; Azar 2008; Ladio y Lozada 2009; Muifio 2011); G.



chiloensis se utiliza para interrumpir diarreas, como antiinflamatorio para dolores
generalizados, entre otras (Muifio 2011); L. cuneifolia y L. nitida se utilizan como
descongestivos, para dolores articulares, como desinfectante, para afecciones gastricas, entre
otras (Del Vitto et al. 1997; Muifio 2011; Musaubach y Plos 2015); y P. dictyocarpa como
antidiarreico y digestivo (Del Vitto et al. 1997; Goleniowski et al. 2006). Por ultimo, también
se han descrito usos medicinales de mezclas de estas especies: por ejemplo las hojas de G.
chiloensis se mezclan con raspaduras de tallos de M. aphylla para tratar dolores generalizados;
mientras que para el tratamiento de fracturas de huesos, G. chiloensis se mezcla con L.
divaricata, se hierve en aceite verde, se afiaden cenizas y se aplican vendas sobre la fractura
(Muifio 2011). Sobre la base de dichos usos etnomedicinales, resulta interesante evaluar la
capacidad antioxidante de estas especies con actividad antiinflamatoria potencial.

Por otra parte, el Pehuén, Araucaria araucana (Molina) K. Koch, es una conifera endémica de
Argentina y Chile con un éarea de ocupacién reducida en ambos paises; solo presente en 392,51
kmz2 en la provincia de Neuquén. Esta especie tiene una importancia cultural y espiritual para
las comunidades que han coexistido con ella y que la han usado con propdsitos medicinales,
sociales y nutricionales (Reis et al. 2014). En la actualidad, después de sobrevivir miles de afios
a erupciones volcanicas, incendios y pastoreo, el uso intensivo de las semillas de Pehuén
(pifiones), tanto por el consumo de los pobladores locales como por aquellos atraidos por el
turismo gastrondémico de la region, han afectado la regeneracion natural de la especie. Si bien
habita Areas Naturales protegidas en los términos de la Ley N° 22.351 y es el simbolo oficial
de la provincia del Neuquén, de acuerdo a datos publicados se cosechan anualmente unos 90
kg/ha de pifiones aproximadamente en Argentina (273 kg/ha en Chile) (Taha et al. 2010;
Sanguinetti 2014). Todo esto, ha reducido su area de distribucion y ha disminuido las
poblaciones lo cual conduce a un alto riesgo de extincion (Premoli et al. 2013). Cada pifion
contiene tejidos comestibles, como el embrion y el endosperma, y tejidos que son desechados,
como las céascaras que lo recubren. Los pifiones se consumen tostados, hervidos y frescos, y se
pueden utilizar para hacer productos como harina, café, bebidas fermentadas, conservas o platos
gourmet. Puesto que presentan importancia a nivel regional y han sido utilizados histéricamente
con fines medicinales y nutricionales, resulta particularmente interesante estudiar las
propiedades de los pifiones, particularmente las relacionadas a la presencia de antioxidantes y
la composicion quimica de sus tejidos comestibles y desechados.

De acuerdo con lo planteado anteriormente y dado que existen diversos usos potenciales de los
antioxidantes y que el Pehuén es una especie en peligro de extincion y protegida legalmente,

surge la necesidad de obtener un protocolo biosustentado y proteccionista para el



aprovechamiento de los metabolitos del pifién. En este sentido, las herramientas
biotecnoldgicas proveen opciones nuevas y complementarias para la produccion de metabolitos
secundarios y la conservacion de las especies. En estudios preliminares realizados para la
obtencion in vitro de metabolitos vegetales bioactivos, se encontré que es posible obtener
células de pifion y que las mismas tendrian capacidad antioxidante (Echeverri Del Sarto et al.
2016). Por lo tanto, resulta importante optimizar los protocolos de cultivo in vitro, asi como
caracterizar quimicamente los metabolitos responsables de esta bioactividad.

Por todo lo descripto y dado el gran interes cientifico, medicinal e industrial en los antioxidantes
naturales, el objetivo de este estudio fue analizar y comparar las propiedades antioxidantes y el
contenido de fenoles de plantas nativas a partir de tres tipos de fuentes: material vegetal aéreo
extraido a campo de diferentes especies, semillas del Pehuén (incluidos los productos y residuos
derivados de la industria del pifion) y células obtenidas in vitro a partir de pifiones; y ademas,
caracterizar quimicamente los extractos con mayor poder antioxidante. Todos los
procedimientos ensayados en este estudio fueron seleccionados por su nulo o escaso impacto
ambiental, a fin de considerar una futura aplicacion de los extractos o sus fracciones como

aditivos nutracéuticos.

1.2. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades antioxidantes de plantas nativas de la Norpatagonia Argentina y su

aprovechamiento sustentable.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Estudiar la capacidad antioxidante de extractos obtenidos a partir de los 6rganos de
plantas medicinales nativas de la regién norpatagdénica que son utilizados como
antiinflamatorios.

2.  Estudiar la capacidad antioxidante de extractos obtenidos de los tejidos que constituyen
las semillas de A. araucana, de productos alimenticios de la industria del pifion, de los
residuos de esta industria y también de cultivos de células de pifion.

3. Utilizar “procesos verdes” para extraer fracciones con antioxidantes presentes en recursos
vegetales de la region norpatagénica, y asi proteger el medioambiente y considerar un
posible uso como nutracéutico).

4.  Caracterizar quimicamente los extractos con mayor actividad antioxidante.

5. Estudiar la capacidad bioprotectora de las fracciones antioxidantes en modelos in vitro e



in vivo de dafio oxidativo.

6.  Estudiar la capacidad protectora de los antioxidantes vegetales en un modelo no biolégico
de dafio oxidativo.

7. Promover el avance en el conocimiento sobre la caracterizacion quimica, bioldgica y
posibles aplicaciones de la flora nativa norpatagénica mediante la difusion y publicacion

de los resultados obtenidos bajo estricto rigor cientifico.

1.4. HIPOTESIS
En base a los antecedentes de sus usos medicinales, especialmente con fines antiinflamatorios,
las especies estudiadas presentan actividad antioxidante dada por su contenido de polifenoles,

baja toxicidad y capacidad protectora en modelos biol6gicos in vitro e in vivo.



CAPITULO 2

ESPECIES VEGETALES ESTUDIADAS



2.1. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

Sobre la base de su abundancia en Norpatagonia, su uso tradicional como plantas medicinales
con propiedades antiinflamatorias, la utilizacién de 6rganos aéreos que no ponen en peligro a
la planta y la experiencia del grupo en el tema, se seleccionaron las especies nativas que se
describen a continuacion. El objetivo de este capitulo fue describir las especies, su distribucion
geogréfica, sus usos medicinales y, si existen, los antecedentes fitoquimicos que justifican su
estudio detallado.

2.1.1. Mata de sebo, Monttea aphylla (Miers) Berthan & Hooker (Scrophulariaceae):

Es un arbusto intrincado de 0,5- 2 m de alto, glabro, con ramas verdes cubiertas de una gruesa
capa de cera que se desprende en placas en las ramas viejas. Sus hojas son pequefias y se
desprenden rapidamente de la planta (Figura 2). Las flores ubicadas en braquiblastos son
violaceas y contienen 2-4 pétalos; y el fruto es una capsula de color amarillo con una Unica
semilla (Gruneisen 1996; Gandullo et al. 2016).

Esta especie se distribuye en el centro de la Argentina y norte de la Patagonia y es acreditada
como medicinal contra afecciones hepaticas para lo cual se suministran trocitos de ramas en
infusion teiforme (Del Vitto et al 1997; Azar 2008; Ladio y Lozada 2009; Muifio 2011). Se ha

descripto que posee diferentes metabolitos secundarios como apigenina (flavona), acido 3-epi

betulinico (triterpeno) y penduletina (flavonol) (Barboza et al. 2009).
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Figura 2: Fotografia de M. aphylla en la cual se observan los tallos y braquiblastos sin hojas.

2.1.2. Melosa, Grindelia chiloensis (Corn.) Cabrera (Asteraceae)
Especie caracteristica de las regiones secas, rocosas o arenosas, del sur de la Provincia
Fitogeogréfica del Monte y de toda la Patagonia. Adquiere forma de mata ramificada de 30 a

80 cm de alto, con gran cantidad de hojas en sus ramas. Las hojas son largas y aserradas en el



margen, y contienen una resina pegajosa. Las flores estan dispuestas en una inflorescencia
grande de méas de 5 cm de didmetro, de color amarillo (Figura 3). Cominmente el centro de la
inflorescencia posee una sustancia lechosa y las flores que la rodean no tienen pétalos. La
floracién ocurre durante casi todo el afio, aunque es mas abundante en primavera-verano. El
fruto es seco y pequefio, con una unica semilla (Sapoznikow et al. 2002).

En medicina tradicional se utiliza para interrumpir diarreas y como antiinflamatorio para
dolores generalizados, entre otras (Muifio 2011). En esta especie se han hallado compuestos
antioxidantes, tales como: cariofileno, D-germacreno, acido grindela-6-8(17)-dienoico, acido
grindélico, &cido oxogrindélico, 3-metileter kampferol y 3,4-dimetileter kampferol (Barboza
et al. 2009).

2.1.3. Jarilla de la Sierra, Larrea nitida Cav. (Zygophyllaceae)

Es una especie arbustiva con una altura de hasta 1,7 m, con tallos hojosos orientados hacia el
norte al igual que sus hojas. Las hojas son subsésiles, con 5-8 pares de foliolos soldados con la
base ensanchada y muy resinosa. Las flores son amarillentas y los frutos tienen una pubescencia
blanco-grisacea (Figura 4). Las semillas miden 4-5 mm, son lisas y tienen forma arrifionada.
Habita la regién seca del oeste de Argentina, desde Salta hasta Chubut. Es utilizada en medicina
popular para facilitar los partos, provocar abortos y como antiinflamatorio de uso externo. El
emplasto hecho con las hojas se utiliza para luxaciones y fracturas, dado que es muy eficaz
como desinflamatorio (Azar 2008; Barboza et al. 2009; Ladio y Lozada 2009). El género Larrea
presenta lignanos y flavonoides; entre los cuales el &cido nordihidroguaiarético (ANDG)
constituye su principal lignano. Este compuesto presenta actividad anti-cancerigena in vitro e
in vivo; y ademas, se ha demostrado in vitro que inhibe la trascripcion y replicacion del virus



de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y de varios tipos de herpes (Gnabre et al. 1996;
Craigo et al. 2000). Dentro de los flavonoides que posee, se puede citar a la quercetina por su
importancia como potencial agente antiviral, anticancerigeno y antioxidante (Panche et al.
2016). Otros compuestos antioxidantes hallados en esta especie son: 2'-4'-dihidroxi chalcona,
3-3'-7-trimetil éter quercetina, &cido ferulico, asparagina, entre otros (Barboza et al. 2009). Por
otra parte, Ahn et al. (2014) han demostrados que los extractos obtenidos a partir de hojas de
L. nitida inhiben la proliferacion de células mamarias tumorales MCF-7 inducida por
estrégenos en presencia de estradiol. Los autores sefialan que estos extractos pueden ser
utilizados para el tratamiento de diferentes condiciones (patoldgicas o normales) relacionadas

con la sefializacién por estrégenos, como el cancer de mama y la menopausia.

Figura 4: Fotografia de L. nitida.

2.1.4. Jarilla macho, Larrea cuneifolia Cav. (Zygophyllaceae)

Es un arbusto que puede alcanzar una altura de 1,5 m y que puede habitar suelos pobres y
arcillosos. Habita en las zonas més calidas y secas de la Provincia Fitogeografica del Monte.
En Argentina se distribuye desde Mendoza y el limite sur de la provincia de Buenos Aires hasta
Chubut. Sus ramas se disponen en forma de palma y se orientan hacia el este al igual que sus
hojas. Las hojas estan constituidas por dos foliolos unidos que forman una cufia (Figura 5). Las
flores son pedunculadas de color amarillo y los frutos son capsulas densamente pubescentes
que en su madurez se separan en 5 mericarpos, los cuales contienen una semilla cada uno
(Gandullo et al. 2016). Se ha descubierto que los extractos a partir de partes aéreas tienen
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antifungicas (Barboza et al. 2009; Konigheim
et al. 2009; Ladio y Lozada 2009). Los compuestos con actividad bioldgica que se han
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encontrado comprenden asparagina, kaempferol, isorhamnetina y gosipetina. (Lorenzo et al.
2020; Ariza et al. 2009).

Figura 5: Fotografia de L. cuneifolia.

2.1.5. Jazmin de Chile, Mandevilla laxa (Ruiz & Pav.) Woodson (Apocynaceae)

Es una enredadera o liana perenne, con hojas opuestas, ovadas a oblongas y pubescentes en el
enveés. Las flores son grandes, con pétalos que miden 4-8,5 cm de longitud y con la corola
contraida en un tubo angosto por debajo de la insercidn de los estambres. Las inflorescencias
son racimos laterales que portan de 8 a 15 flores, las cuales son de color blanco (Figura 6). Las
semillas son oblongas, comprimidas, con una longitud de 8 mm (Lorenzo-Céaceres 1835;
Ezcurra 1981).

A pesar del nombre vulgar no crece de forma natural en Chile; es nativa de Argentina y Bolivia.
En Argentina, habita principalmente en las provincias de Jujuy, Salta, Tucuman, sudeste de
Catamarca y noroeste de Coérdoba (Giorgis et al. 2011). Toda la planta es usada por sus
propiedades medicinales y también en festividades religiosas. Sus semillas tienen alta
concentracion de acido oleico, linoleico y palmitico (Barboza et al. 2006, 2009). Aungue no se
trate de una planta nativa de la region patagoOnica, fue incluida en esta tesis con fines
comparativos, porque resultd positiva en un estudio previo de actividad antioxidante en plantas
nativas de Cérdoba (Soria et al. 2007).
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Figura 6: Fotografia de M. laxa en época de floracion.

2.1.6. Quelén, Pteromonnina dictyocarpa (Griseb.) B. Eriksen (Polygalaceae)

Es una especie herbacea perenne, con hojas alargadas, glabras o con pelos aislados (Figura 7).
Las flores se encuentran en inflorescencias acrescentes que luego de la fructificacion se hacen
laxas. Las flores son de color violaceo, con sépalos mayores que la quilla y los pétalos laterales
estan unidos a la vaina de los filamentos por las caras. El fruto es una sdmara, con 2 alas
desiguales, uniseminado (Zuloaga et al. 2019). Se extiende a través de toda la formacién del
Monte, desde Salta en el norte hasta el norte de Santa Cruz en la Patagonia. Las infusiones son
utilizadas como antidiarreico, digestivo, balsdmico, entre otros (Del Vitto et al. 1997;
Goleniowski et al. 2006; Barboza et al. 2009; Muifio 2011).

Cono Sur (Zuloaga et al. 2019).
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2.1.7. Pehuén, Araucaria araucana (Mol.) C. Koch (Araucariaceae)

El género Araucaria es uno de los tres géneros que pertenecen a la familia Araucariaceae dentro
de las coniferas y su area de distribucion esta restringida a Sudamérica, Sudoeste Asiatico y
Region del Pacifico Occidental, a pesar de su distribucion extensa en ambos hemisferios durante
la Era Mesozoica (Kershaw y Wagstaff 2001; van der Ham et al. 2010). Ademas, la mayoria
de los taxones de Araucaria actuales han evolucionado desde el Periodo Terciario temprano, lo
que sugiere que el éxito de estas coniferas puede depender de su capacidad para sobrevivir
durante largos periodos en condiciones climaticas adversas, como sequia, frio, fuego, suelo de
baja fertilidad o actividad volcanica destructiva. Quizas por estas razones, la especie A.
araucana ha sido exitosa en ambientes volcanicos en la Patagonia Argentina y Chilena
(Kershaw y Wagstaff 2001; van der Ham et al. 2010; Escapa y Catalano 2013). Gran parte de
esa capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo bajo condiciones ambientales
desfavorables es atribuible a la composicion de polifenoles presente en sus diversos 6rganos,
como asi también a sus formas de reproduccion.

Son arboles mayormente dioicos, perennifolios, que pueden alcanzar los 50 m de altura, con
copa umbeliforme en ejemplares adultos (Figura 8). La corteza es muy gruesa y rugosa, se
resquebraja y desprende en placas. Las hojas se disponen en espiral, son sésiles, rigidas y de
color verde-oscuro. Los conos masculinos son terminales y amentiformes; mientras que los
conos femeninos son globosos y de mayor diametro. Los conos femeninos maduros (pifias)
contienen entre 120 y 180 semillas. Las semillas, cominmente conocidas como pifiones, miden
4-5 cm de largo, 1,5 cm de ancho y pesan aproximadamente 3 g (Zuloaga et al. 2019) (Figura
8). La parte comestible del pifién corresponde a la pulpa (peso medio 1,8 g por pifién) y esta
compuesta por el endosperma y el embrién; mientras que la parte descartada corresponde a la
cascara que esta conformada por una capa externa de mayor rigidez y grosor, y una capa interna
delgada y fragil. Habita en suelos volcéanicos en los bosques andino-patagénicos. Los pifiones
se comen como postre o alimento en si mismo porgue poseen un gran valor alimenticio por su
alto contenido en hidratos de carbono. Estas semillas les proporcionaban a los mapuches comida
de reserva para dos o tres afios, cuando la cosecha habia sido abundante. Los pifiones tostados
son molidos y se obtiene harina de pifion, con la cual se hacen tortas y otros alimentos. Debido
a su elevado contenido de fibra dietética y de almidon resistente, y por ser un alimento libre de
gluten podria ser relevante en la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades como
cancer de colon, diverticulos, enfermedades crénicas no transmisibles y afecciones

cardiovasculares y en personas con enfermedad celiaca (Bergesse et al. 2020).
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Figura 8: Fotografia de ejemplares de A. araucana (izquierda) y de sus semillas conocidas
como pifiones (derecha).

Desde el punto de vista ethomedicinal, el pifion es usado como purgante y laxante, también
como cataplasma y para la caries; contra la hemorroides, quemaduras, gingivitis, hongos de la
piel, leucorrea, abscesos, diarreas infantiles, tos, asma, amigdalitis, emenagogo, inflamaciones,
queratolitico, disenteria, ictericia, paludismo, reumatismo, conjuntivitis (Iturralde 2022). Por
otra parte, la resina de Pehuén se usa con fines gastroprotectores, para tratar contusiones, para
mejorar la cicatrizacion de heridas y también contra la fiebre (Schmeda-Hirschmann et al. 2005;
Azar 2008). Ademas, la resina combinada con barro se usa para Ulceras de la piel, ciatica y
dolores de cabeza (Azar 2008). La actividad gastroprotectora de la resina se ha relacionado con
la presencia de diterpenos como principales constituyentes de la misma (Schmeda-Hirschmann
et al. 2005). También se ha descrito que la madera tiene actividad antibacteriana y antifungica
(Barboza et al. 2009; Reis et al. 2014).
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CAPITULO 3

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CARACTERIZACION
FITOQUIMICA GENERAL DE LOS EXTRACTOS
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3.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

3.1.1. Estrés oxidativo y salud

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) y del nitrogeno (ERNSs) son iones o moléculas
diversas que incluyen tanto a especies no radicales como a los radicales libre (Sies y Jones
2020). Los radicales libres contienen uno o mas electrones desapareados en su orbital externo
y permanecen muy poco tiempo en ese estado ya que rapidamente son capaces de sustraer 0
donar un electron para estabilizarse. Las EROs y ERNs son generadas normalmente en las
células en cantidades limitadas y participan de diversas funciones, tales como: transduccion de
sefiales, expresion génica, proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Pisoschi et al.
2021). Sin embargo, la sobreproduccion de especies como peréxido de hidrogeno (H202),
anion superoxido (02-), anion hidroxilo (OH-), éxido nitrico (NO-) y peroxinitrito (ONOO-),
entre otras, ocasiona alteracion de la estructura y funcion de las biomoléculas y se relaciona con
la liberacion de moléculas inflamatorias como prostaglandinas e isoprostanos, por ejemplo
(Galano et al. 2017). En este sentido, los radicales libres inducidos por la peroxidacion estan
implicados en la patogénesis de la inflamacion cronica que puede desencadenar diversas
condiciones patologicas como la artritis y el cancer, entre otras (Nunes et al. 2020). Ademas,
los procesos inflamatorios también promueven un aumento de la concentracion de radicales
libres en el organismo (Khansari et al. 2009). Los agentes externos que ocasionan aumento de
la produccion celular de EROs y ERNs incluyen el aire y agua contaminada, herbicidas,
plaguicidas, tabaco, alcohol, metales pesados, drogas y algunos alimentos; y las fuentes internas
son las reacciones catalizadas por enzimas como lipooxigenasa, mieloperoxidasa, angiotensina
Il y NADPH oxidasa, entre otras (Leni et al. 2020; Warraich et al. 2020; Zheng et al. 2020).
Por otra parte, el organismo puede regular o neutralizar la accion de las especies reactivas con
compuestos antioxidantes de origen enddgeno o exdgeno. Segun Ighodaro y Akinloye (2018),
en la respuesta antioxidante del organismo existen cuatro lineas de defensa: la primera formada
por aquellas enzimas que previenen o suprimen la formacion de radicales o especies reactivas,
como las enzimas superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa; la segunda linea
formada por aquellos compuestos antioxidantes como el acido ascorbico, glutation, ubiquinol,
tocoferol y acido drico, que neutralizan o remueven los radicales donandoles un electrén y
convirtiéndose en especies quimicas menos dafiinas. Una vez que el dafio ha ocurrido, actta la
tercera linea de defensa constituida por enzimas proteoliticas, polimerasas, nucleasas,
glicosilasas, que se encargan de reparar el ADN, las proteinas y lipidos dafiados. Por altimo,
una cuarta linea involucra un mecanismo adaptativo en el que la formacion de un radical libre

0 especie reactiva produce una sefial que induce la sintesis de un antioxidante apropiado o
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enzima antioxidante a través del ARE (Elemento de Respuesta Antioxidante) por unién del
factor de transcripcidon Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor nuclear E2).

Los antioxidantes obtenidos de fuentes exdgenas pueden ser consumidos a partir de tejidos
vegetales, en frutas, verduras, infusiones, especias y de otros alimentos. Estos compuestos
ejercen su funcién mediante distintos mecanismos, tales como el secuestro de radicales libres
(free radical scavenging, en inglés), la remocion de los agentes oxidantes o la quelacién de
iones metalicos que intervienen en algunas de las reacciones en cadena de peroxidacion
(Comert y Gokmen 2018). Una clasificacion general de estos antioxidantes los divide en varios
grupos, dentro de los cuales, el de los polifenoles (fenoles cominmente llamados polifenoles)
es el grupo mas importante ya que abarca sustancias con gran poder antioxidante como los
flavonoides, acidos fenolicos, alcoholes fendlicos, estilbenos, lignanos, taninos y otros. Se ha
observado que los polifenoles activan a Nrf2 y, este mecanismo adaptativo, se genera como una
respuesta hormética que muestra efectos benéficos antioxidantes a bajas dosis y efectos
prooxidantes, cuando se administran en dosis elevadas (Murakami 2022).

El desbalance provocado por la acumulacion de las especies prooxidantes enddgenas y/o
exogenas Y la insuficiencia de defensas antioxidantes generan estrés oxidativo, el cual puede
derivar en alteraciones de las biomoléculas, dafio celular y en ultima instancia en algun tipo de
enfermedad (Pisoschi et al. 2021). Dentro de las enfermedades vinculadas al estrés oxidativo
se encuentran los desérdenes neurodegenerativos, envejecimiento, enfermedades autoinmunes
y cardiovasculares, inflamacion, cancer, artritis, entre otras (Bjerklund y Chirumbolo 2017;
Feillet-Coudray et al. 2019; Barbosa et al. 2020; Vatner et al. 2020; Warraich et al. 2020; Zheng
et al. 2020). Asi, la inflamacion y el estrés oxidativo estan implicados de forma independiente
0 en conjunto, en el desarrollo y la progresion de muchas enfermedades.

La Figura 9 adaptada de Leni et al. (2020) muestra un resumen de lo anteriormente descripto e
indica las diferentes respuestas celulares segun si el nivel de EROs y ERNs es bajo o alto; es

decir, si existe sefializacion redox fisioldgica o estrés oxidativo, respectivamente.
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Figura 9: Respuestas celulares segun nivel de EROs y ERNs presentes en la célula. Adaptada de Leni
et al. (2020).

3.1.2. Plantas medicinales como fuente de antioxidantes

Como parte de la adaptacion contra el ataque de patdgenos y el estrés ambiental, las plantas
producen varias sustancias que ejercen actividades bioldgicas. Estas moléculas organicas que
provienen del metabolismo secundario y se pueden encontrar en distintos drganos o tejidos de
las plantas, pueden ser utilizadas por los humanos debido a que presentan numerosas
actividades bioldgicas. Entre las diversas funciones que presentan, destacan las acciones
antiinflamatorias/antioxidantes. Debido a la estrecha relacion entre inflamacion/estrés
oxidativo y patogenesis, algunos investigadores sugieren que dos tercios de las especies
vegetales que existen en el mundo tienen valor medicinal. Es por esto que las plantas han sido
historicamente la base de la medicina tradicional a lo largo del mundo y continuamente
proporcionan nuevos principios activos a la humanidad. En la medicina moderna, son fuente
directa de agentes terapéuticos o se emplean como materia prima para la fabricacién de
medicamentos semi-sintéticos mas complejos. Ademas, la estructura quimica de principios
activos vegetales puede servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas y tales

principios se pueden utilizar como marcadores taxonomicos en la busqueda de nuevos
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medicamentos (Akerele 1994). De esta forma, el descubrimiento de nuevos principios activos
involucra un estudio multidisciplinario que combina técnicas botanicas, fitoquimicas,
bioldgicas, moleculares y analisis de datos.

Par conocer la actividad bioldgica de un tejido vegetal (si es medicinal, antibacterial,
antifungica, venenosa o nutritiva) es necesario conocer sus componentes quimicos. Los
metabolitos secundarios son aquellas moléculas que le confieren actividad bioldgica a las
plantas; y dentro de este grupo, los compuestos antioxidantes han ganado gran interés debido a
que cumplen un papel muy importante ya que contrarrestan los efectos de los procesos
oxidativos y previenen enfermedades crdnicas relacionadas con el estrés oxidativo o la
inflamacion (Pandey y Rizvi 2009; Krishnaiah et al. 2011; Bjgrklund y Chirumbolo 2017
Nunes et al. 2020).

3.1.3. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios de las plantas medicinales son la base de sus efectos curativos, a
partir de los cuales se han creado muchas drogas y remedios comerciales. La sintesis y
acumulacién de metabolitos secundarios es muy compleja e involucra factores internos (como
el control de la transcripcion) y externos (como la exposicion a estrés ambiental); y comienza
en las vias basicas como la glucolisis y la ruta del &cido shikimico y se diversifica segun el tipo
de célula, el estado de desarrollo y las sefiales ambientales (Li et al. 2020; Mahajan et al. 2020).
Las vias de sintesis de metabolitos secundarios y su regulacién son altamente susceptibles a
variaciones ambientales, ya que la expresion de los genes involucrados en la sintesis de estos
compuestos es alterada por diferentes tipos de estrés, como la sequia, radiacion UV, salinidad,
altas temperaturas, metales pesados, herbivoros, competencia con otras especies, entre otros
(Borges et al. 2017; Sanchita y Sharma 2018; Mahajan et al. 2020). Por ejemplo, un efecto
comun de la luz UV en plantas medicinales; es que estas plantas expuestas a altas radiaciones
muestran elevado contenido de fenoles y en particular, flavonoides (Christie y Jenkins 1996;
Agati y Tattini 2010; Brunetti et al. 2019). Otro ejemplo es el incremento de la expresion de
muchos genes relacionados con la sintesis de compuestos fendlicos y el contenido de
polifenoles en plantas bajo condiciones de sequia (Xu et al. 2010; Gao et al. 2020).

Los metabolitos secundarios pueden agruparse en tres grandes grupos basandose en su ruta de

biosintesis: compuestos que contienen N 0 S, compuestos fendlicos y terpenos.

3.1.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, también conocidos como polifenoles, son el grupo mas grande y
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ubicuo dentro de los metabolitos secundarios vegetales y se caracterizan por poseer uno 0 mas
grupos hidroxilo unidos a un anillo aromético. Estos compuestos son sintetizados en la via
fenilpropanoide y contribuyen al desarrollo de las plantas y a la interaccion planta-
medioambiente (Dong y Lin 2021). Se subdividen en tres grupos: acidos fendlicos (de los cuales
derivan los lignanos), cumarinas y chalconas (de las cuales se obtienen las flavonas, flavononas,
flavonoles, isoflavonas, antocianinas y taninos condensados) (Vuolo et al. 2018) (Figura 10).
Pueden cumplir una serie de funciones metabolicas en las plantas relacionadas con el
crecimiento y la reproduccion, asi como también otorgar proteccion contra rayos UV y
patdgenos, defensa contra herbivoros, entre otros. Se ha confirmado ampliamente que estos
compuestos presentan gran capacidad de contrarrestar los efectos de las EROs, a traves de la
regulacién enzimatica que reduce las especies reactivas y la modulacion de los procesos que
ocurren durante las reacciones de reduccion (Pisoschi et al. 2021).

En las plantas estos compuestos pueden acumularse en diferentes células, tejidos y 6rganos, y
su presencia les puede conferir distintas propiedades medicinales, muchas de ellas
aprovechadas por la industria farmacologica, alimenticia y nutracéutica. Entre los numerosos
ejemplos, se puede citar a Vitis vinifera que presenta diferentes compuestos fenolicos como
proantocianidinas, catequinas, acido galico, resveratrol, quercetina, rutina, kaempferol en fruta,
semillas, tallos y hojas (Oyenihi y Smith 2019). Por otra parte, en hojas de especies medicinales
de la familia Lamiaceae, como Salvia officinalis, Thymus serpyllum, Origanum vulgare y
Melissa officinalis, se ha encontrado que los principales compuestos fendlicos son los acidos
cindmico e hidrocarboxilico, y también se describi6 la presencia de otros compuestos como
acido rosmarinico, acido cafeico, hesperetina, epicatequina, naringenina, quercetina
(Milevskaya et al. 2019). Las raices también pueden ser fuentes de compuestos fendlicos, como
las de Zingiber officinalis que tienen gingerol y shogaol, con propiedades anticancerigenas
(Shukla y Singh 2007); como también los frutos como la granada Punica granatum y las bayas
(berries) ricas en antocianinas, con propiedades antiinflamatoria, anticancerigena y anti-

hipertensiva (Khwairakpam et al. 2018; Golovinskaia y Wang 2021).
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Figura 10: Clasificacion de compuestos fenélicos. Adaptada de Vuolo et al. (2018).

3.1.5. Flavonoides

Los flavonoides forman el grupo més grande dentro de los compuestos fendlicos, con una
amplia diversidad estructural y funcional. Son utilizados por las plantas para su crecimiento y
defensa contra plagas, como agentes detoxificantes y antimicrobianos, como asi también son
responsables del color y aroma de flores para atraer a los polinizadores (Panche et al. 2016).
Las diferencias entre las subclases radican en el grado de hidroxilacion, sustituciones y
conjugaciones, y el grado de polimerizacion. Estan formados por un esqueleto carbonado de
mas de 15 carbonos que consiste en dos anillos de benceno (A y B) unidos por un anillo
heterociclico de pirano (C). Segun el patrén de sustitucion del anillo C se pueden distinguir
las distintas clases de flavonoides: flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, antocianinas
y taninos condensados; y segun el patron de sustitucion de los anillos A y B, se diferencian

los compuestos individuales como: kaempferol, quercetina, luteolina, naringenina, entre otros
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(Panche et al. 2016).

Los flavonoides que se encuentran en las frutas y verduras son los responsables, generalmente,
de su color, sabor y conservacion; y entre ellos, los mas comunes son las flavonas, flavonoles,
antocianidinas e isoflavonas. Es ampliamente conocido que los flavonoides poseen propiedades
que promueven la salud humana y que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neuroldgicas (Dias et al. 2021). Por ejemplo, se
ha sugerido que beber té verde o negro disminuye la concentracion de colesterol y la presion
sanguinea, que comer frutos rojos puede contrarrestar efectos causados por el Parkinson y
mejorar la memoria en ancianos y que la cascara de la naranja tiene propiedades
antitrombogénicas, antiinflamatorias y anticancerigenas, entre otras (Kumar y Pandey 2013;
Shahidi y Ambigaipalan 2015; Comert y Gokmen 2018).

Numerosos trabajos cientificos y estudios epidemioldgicos han demostrado que una dieta rica
en multiples antioxidantes, como flavonoides, carotenoides, vitaminas y fibras, puede ofrecer
un alto valor nutricional y beneficios para la salud ya que estos compuestos podrian actuar tanto
individualmente como sinérgicamente (Panche et al. 2016). Esto es resultado de la combinacién
de los diferentes modos de accidn de estos compuestos activos, que aumenta la eficacia y
minimiza la toxicidad (Lee y Lee 2006). Por ejemplo, la combinacion de a-tocoferol y
flavonoides o Vitamina C mostré6 mayor potencial antioxidante que la suma de sus efectos
antioxidantes individuales, generandose un sinergismo entre los distintos compuestos
(Jergensen et al. 1999). Otro ejemplo de sinergismo se ha encontrado entre frutas como naranja,
manzana, uva y arandanos (Liu et al. 2000). En este contexto, una dieta rica en frutas, verduras
y granos, sin alimentos ultraprocesados y ricos en azUcar, parece estar asociada con una alta

prevencion de enfermedades ligadas al estrés oxidativo.

3.1.6. Hipotesis
Los extractos acuosos de plantas nativas, seleccionadas por su uso en medicina tradicional,
presentan alto poder antioxidante dado por su alto contenido de fenoles y flavonoides, y

constituyen una fuente potencial de ingredientes nutracéuticos.

3.1.7. Objetivo

Evaluar el poder antioxidante de extractos acuosos de especies vegetales nativas usadas
tradicionalmente como antiinflamatorias, caracterizarlos segun su contenido de fenoles y
flavonoides y estudiar su toxicidad en lineas celulares normales y tumorales con el fin de

evaluar su posible uso como nutracéutico o fitoterapico.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Reactivos quimicos

El medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), los antibidticos, los reactivos y los
estandares se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Saint Louis, MO, EEUU. El suero
fetal bovino se adquirié de Natocor, Cordoba, Argentina. Se usé agua Milli-Q en todos los
experimentos. Los filtros PES estériles de 0,22 um procedian de GVS Filter Technology,
Bolonia, Italia. Las auxinas, citoquininas, agar, D-sacarosa y el medio basal Murashige y Skoog
con vitaminas y MES procedian de PhytoTechnology Laboratories L.L.C, Lenexa, KS, EE. UU.
El 4cido giberélico Giberelina GA3 KA® se adquirié de S. ANDO Y CIA SA, Buenos Aires,

Argentina.

3.2.2. Obtencion del material

Con el objetivo de comparar las propiedades antioxidantes se utilizaron tres fuentes vegetales
diferentes: material vegetal aéreo extraido a campo de diferentes especies, semillas del Pehuén
(que incluyen productos y residuos derivados de la industria del pifion) y células obtenidas in
vitro a partir de pifiones.

3.2.2.1 Material vegetal recolectado a campo

A fin de obtener los extractos vegetales con potencial actividad antioxidante, se utilizaron los
tejidos vegetales que han sido utilizados por la medicina tradicional de la regién con
propiedades antiinflamatorias. Se recolectaron hojas y tallos de las siguientes especies: M.
aphylla, L. cuneifolia, y L. nitida en el mes de febrero en ElI Chocén, Provincia de Neuquén
(Figura 11). Las hojas y tallos de la G. chiloensis, fueron recolectados en el mes de octubre en
la zona de bardas de la ciudad de Neuquén, cercana a la Sede Central de la Universidad Nacional
del Comahue (UNCo) (Figura 12). Las especies P. dictyocarpa y M. laxa fueron identificadas
y recolectadas por el Dr. J.J. Cantero en los alrededores de la localidad de Valle Hermoso,
Sierras Chicas, de la provincia de Cérdoba en el mes de febrero. Se seleccionaron partes sanas,
con ausencia de insectos, mohos, polvo, etc. Todo el material recolectado de cada una de las
especies mencionadas fue lavado luego de su recoleccion durante 30 minutos y luego secado
en un ambiente controlado, con temperatura de 20£2°C, humedad relativa menor al 30%
(testeado con higrometro) y protegido de la luz durante 20 dias aproximadamente. Se controld
visualmente la preservacion del material durante el proceso de secado y se aseguro el correcto
secado mediante la obtencién de un peso estable y un valor de actividad acuosa de 0,3+0,1,
empleando un higrémetro de punto de rocio modelo Series 3 (Aqua-Lab, Decagon Devices Inc.,

EEUU). Una vez seco, se tritur6 con un molinillo de café hasta obtener un polvo
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moderadamente grueso, que se recomienda para el tipo de extraccion utilizado posteriormente
(infusion y maceracién) (Sharapin et al. 2000). Luego, cada material fue tamizado con tamiz
N°40 (tamafio de la abertura: 425 um), rotulado y almacenado en bolsas herméticas en un lugar
seco, fresco y oscuro.

Con respecto a la especie A. araucana, se recolectaron del suelo pifiones en distintos estados
(normales-maduros, defectuosos y vacios) y conos masculinos a partir de arboles adultos
cercanos a la localidad de Villa Pehuenia (38°50'02.3"S 71°12'24.1"0) en los meses de marzo
o0 abril de los afios 2016, 2017 y 2018 (Figura 13). Desde 2018, los pifiones fueron provistos
por la Empresa Nous de Villa Pehuenia (Neuquén, Argentina), en el marco de acuerdos de
colaboracion establecidos entre la misma
(https://www.facebook.com/NousVillaPehuenia/about) y el Grupo de Investigacion en
Biotecnologia Ambiental del PROBIEN (CONICET-UNCO0). Los pifiones en buen estado

fueron separados en las siguientes partes: embrion, endosperma, pulpa (embrion +

endosperma), cascara fina interna, cascara gruesa externa, cascara total (cascara fina interna +
cascara gruesa externa). Aquellos defectuosos (con escasa pulpa) y vacios (sin pulpa) fueron
utilizados integramente. Los distintos tejidos fueron secados durante 24 h en estufa de secado
(marca: San Jor, Modelo: SL30SDB, Argentina) a 40°C, segln el método utilizado para el
secado de tejidos de A. angustifolia (Oliveira et al 2015). Luego se procedié con la molienda y
tamizado de las muestras siguiendo el mismo protocolo utilizado para las especies con uso
medicinal. Una parte de los pifiones frescos fue utilizada sin el proceso de secado (ver detalles

de extraccion en el punto 3.2.3.1.)
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Figura 12: Fotografia del lugar de recoleccion de G. chiloensis, zona de bardas
de la UNCo, Neuquén.
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Figura 13: Fotografia del lugar de recoleccion de pifiones, Villa Pehuenia,
Neuquén.

3.2.2.2 Productos y residuos derivados de la industria del pifién

Diferentes productos y residuos derivados de la industria alimenticia del pifién fueron provistos
por laempresa Nous de Villa Pehuenia, en el marco de un Proyecto de Vinculacion Tecnoldgica
y posteriores acuerdos de colaboracion. Como parte de este trabajo de tesis se analizaron
pifiones “hervidos” utilizados por la empresa para la elaboracion de varios productos
alimenticios y ademas algunos de los productos como pifiones en almibar (Figura 14 A),
almibar, café y harina. Para la elaboracion del café y la harina, la empresa utiliza pifiones
“tostados”. Los pifiones hervidos fueron separados en endosperma, embrion (Figura 14 By C)
y céscara. Todas las partes del pifién fueron analizadas, lo cual incluye a los residuos de la
elaboracion de los productos alimenticios de Nous: cascaras de pifiones hervidos y tostados y
agua del hervor. Las cascaras de los pifiones hervidos o tostados fueron secadas y luego
separadas en cascara gruesa (Figura 14 D) y cascara fina (Figura 14 E). La pulpa de los pifiones
tostados a 150 y 180°C corresponde a harina y café, respectivamente. El agua de pifiones
hervidos y el almibar fueron utilizados en el estado en el que fueron provistos por la empresa.
Los pifiones en almibar fueron procesados con los mismos procedimientos descritos para los
pifiones frescos y los resultados fueron obtenidos para caracterizar un producto alimenticio

elaborado con pifiones.
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Figura 14: Productos y residuos derivados de la industria del pifién. A) Pifiones en almibar; B-E)
pifiones hervidos: B) endosperma, C) embriones, D) cascaras gruesas y E) cascaras finas.

3.2.2.3. Callos de celulas de pifion obtenidos in vitro

Se analizaron callos de pifion obtenidos en diferentes condiciones. La induccion de callos a
partir de varias especies vegetales, incluida A. araucana, fue iniciada por la Ing. Qca. Julieta
Echeverri Del Sarto que demostro que los pifiones de esta especie producen callos in vitro. Para
optimizar la induccion de callos, mejorar el rendimiento de biomasa y la produccion de
antioxidantes desde los cultivos celulares, se ensayaron diferentes condiciones de crecimiento,
en colaboracion con la Ing. Del Sarto. Para iniciar los cultivos, la cascara de los pifiones fue
removida y las pulpas fueron cultivadas en dos formas: rodajas de pifion que contenian
endosperma y embrién o embriones solos (separados del endosperma); en ambos casos se
utilizaron semillas seleccionadas por su color, tamafio y turgencia. El proceso de desinfeccién
se realizé en cabina de flujo laminar bioseguridad y consistio en sumergir las rodajas o
embriones por dos minutos en una solucion de etanol al 70% y luego en una solucién de
hipoclorito de sodio comercial (1,5 % de cloro activo diluido en agua) durante 15 minutos. Los
lavados intermedios y finales fueron hechos en agua Milli-Q estéril. Los cultivos de callos
fueron inducidos en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30 g/l de sacarosa
y 8 g/l de agarosa, y se ajusto el pH a 5,6+0,2. ElI medio fue suplementado con distintas
combinaciones y concentraciones de auxinas y citoquininas y una concentracion de giberelina.

Se prob6 acido diclorofenoxiacético (2,4-D) en dos concentraciones (1 y 2 mg/l) sélo o
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combinado con 6-bencilaminopurina (BAP) en dos concentraciones (1 y 2 mg/l). También,
acido o-naftalenoacético (NAA) en dos concentraciones: 1 mg/l combinado con 6-
bencilaminopurina (BAP) en tres concentraciones (1, 1,5y 2 mg/l); y 2 mg/l NAA combinado
con 2 mg/l BAP. Ademas se probo el medio combinando 1 mg/l NAA, 1,5 mg/l BAP y 0,5 mg/I
acido giberélico (AG), y el medio sélo con BAP 1 mg/l. Todas estas combinaciones fueron
testeadas en condiciones de luz (L) y oscuridad (O) para evaluar las mejores condiciones de
crecimiento y produccion de antioxidantes.

Los cultivos fueron puestos a crecer en una camara de cultivo a 23°C bajo un fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad (luces LED blanca, azul y roja) o en oscuridad y subcultivados cada 4
semanas. El porcentaje de formacion de callos se estim6 a los 70 dias, a traves de la evaluacion
de presencia/ausencia de callo por embrion a partir de 5-6 embriones por caja de Petri, por

triplicado en 3 experimentos independientes.

3.2.3. Preparacion de extractos vegetales

3.2.3.1. Extractos de plantas con usos medicinales

Para la elaboracion de extractos a partir de hojas y tallos, se utilizaron diferentes proporciones
de material vegetal/solvente, ya que segun Sharapin et al. (2000), la extraccion depende de la
naturaleza, del tamafio de particula y de la capacidad de absorcion de agua del material vegetal;
y el rendimiento del extracto disminuye cuando la relacion material vegetal/solvente aumenta.
Por este motivo, se utilizaron diferentes volimenes de solvente para cada especie, dependiendo
de la capacidad de absorcion de agua de la molienda (Tabla 1). En todos los casos, se obtuvo
un 50 £10% de volumen de extracto con respecto al volumen de solvente utilizado inicialmente.
Dado que los extractos podrian tener un futuro uso como ingredientes nutracéuticos, se eligio
al agua como solvente para asegurar un proceso mas seguro para la salud. Por otro lado, la
infusién en agua es un método cominmente aplicado para su uso medicinal. En todos los
extractos se utilizaron 12 g de material vegetal a los cuales se les agregaron distintas cantidades
de agua segun la especie: en el caso de P. dictyocarpa y M. laxa se agregaron 250 ml; en G.
chiloensis 150 ml, en M. aphylla, L. cuneifolia y L. nitida 50 ml (Tabla 1). Por otro lado, se
elaboraron extractos a partir de la mezcla de especies que se utilizan en medicina tradicional
con fines antiinflamatorios: una de ellas a partir de 6 g de G. chiloensis mas 6 g de M. aphylla;
y otra a partir de 6 g de G. chiloensis y 6 g. de L. cuneifolia; a las cuales se les agregaron 150

ml de agua.

29



Tabla 1: Referencias de extractos elaborados a partir de las distintas especies vegetales con uso

medicinal

Especie

M. laxa

P. dictyocarpa

L. nitida

L. cuneifolia

G. chiloensis

M. aphylla

G. chiloensis + M. aphylla

G. chiloensis + L.

cuneifolia

Pulpa pifiones A. araucana

Proporcion
agua)

12:250

12:250

12:50

12:50

12:150

12:50
6:6:150

6:6:150

30:50

Solvente
extraccion

agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua 100°C

agua 100°C

agua TA
agua 100°C

de Referencia

MLA
MLC
MDA
MDC
LNA
LNC
LCA
LCC
GCA
GCC
MAA
MAC
GCC+MAC

GCC+LCC

PFA
PFC

La pulpa de pifiones frescos de A. araucana se utilizo en estado fresco (sin secar), y los extractos

se prepararon a partir de 30 g de material y 50 ml de agua.

Se realizaron dos tipos de extracciones: una parti6 de una infusién a 100°C, que luego se dej6

enfriar y macerar durante 24 h a temperatura ambiente (TA); y la otra, se obtuvo Unicamente

por maceracion a TA durante 24 h. Para las mezclas sélo se utiliz6 la extraccion con agua a

100°C. Posteriormente, fueron filtrados con discos de 125 mm de papel de filtro cualitativo de

velocidad media y almacenados en freezer a -20°C para su analisis posterior.
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3.2.3.2 Extractos a partir de pifiones de A. araucana

En la Figura 15 se muestran los diferentes procesos de obtencidn de los extractos a partir de pifiones frescos, hervidos a 100°C, hervidos a 120°C

y tostados a 150°C. Los pifiones se componen de la pulpa (conformada por el endosperma y el embridn) y la cascara total formada por dos capas:

una capa externa, de mayor rigidez y grosor, a la que se denominé “cascara gruesa”; y una capa interna, delgada y fragil, a la que se denominé

“cascara fina”. Al igual que con los extractos de especies con uso medicinal, se utilizaron distintos volimenes de solvente segun la capacidad de

absorcion del tejido. Por esto, para tejidos con mayor capacidad de absorcion de agua como las cascaras se usaron mayores volimenes, mientras

que, para embrién, endosperma y pulpa, se utilizaron menores volimenes.

Pifiones enteros sanos

Sin tratamiento Hervor 100°C
PF CTF P100 -
EMF ENF CFF CGF EMI100 EN100 CF100 CG100

Figura 15: Diagrama que muestra los diferentes procesos de obtencién de los extractos del pifion (ver detalles en el texto). Los demarcados en gris oscuro corresponden a los
residuos de la industria. Dénde: P: pulpa; EM: embrién; EN: endosperma; CF: cascara fina; CG: cascara gruesa; CT: cascara total; A: agua; H: harina; CA: café.

Hervor 120°C

Tostado 150°C

P120

CT120

PT

Al20

HC

CA

CFT CGT
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3.2.3.2.1. Pifiones frescos

Se obtuvieron extractos a partir de la cascara total de los pifiones frescos. Se utilizaron 12 g de

material vegetal (Figura 16 A) a los cuales se les agregd 150 ml de agua a TA o0 a 100°C. Por

otro lado, se realizaron extractos a partir de la cascara fina y gruesa de los pifiones con las

mismas proporciones que con cascara total (Figura 16 B).

La pulpa, el endospermay los embriones se utilizaron en estado fresco (sin secar). En cada caso

se agregaron 50 ml de agua (TA 0 100°C) a 30 g de material vegetal (Tabla 2).

Los extractos a partir de conos masculinos, pifiones defectuosos y vacios fueron realizados a

100°C en una proporcién de 12 g de material vegetal en 150 ml de agua.

Tabla 2: Referencias de extractos elaborados a partir de pifiones frescos recolectados desde 2016

hasta 2019

Extracto

Pulpa

Embrion

Endosperma

Céscara total

Cascara fina

Céscara gruesa

Pifiones
defectuosos

Piflones vacios

Proporcidn (g muestra/ml agua) Solvente de extraccién Referencia

30:50

30:50

30:50

12/150

12/150

12/150

12/150

12/150

agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C
agua TA
agua 100°C

agua 100°C

agua 100°C

PFA
PFC
EMFA
EMFC
ENFA
ENFC
CTFA
CTFC
CFFA
CFFC
CGFA
CGFC

PDC

PVC
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Figura 16: A) cascaras de pifidn trituradas y B) extractos elaborados a partir de dicho material
vegetal.

3.2.3.2.2. Pifiones hervidos

Por otra parte, algunos de los pifiones frescos fueron sometidos a dos tratamientos de calor:
hervor a 100°C y 120°C durante 10 minutos, de los cuales se obtuvieron por un lado el agua y
por el otro los pifiones hervidos. El tratamiento a 100°C es equivalente al procedimiento
utilizado para la preparacion de alimentos como pifiones en almibar, por lo que, en algunos
casos, se utilizaron las cascaras y el agua de hervor provistos por Nous. Los pifiones sometidos
a 100°C fueron separados en: embrion, endosperma, pulpa (embrién + endosperma), cascara
total, cascara fina y gruesa (excepto los pifiones defectuosos y vacios que fueron utilizados
enteros). En cuanto a los pifiones hervidos a 120°C en autoclave, se separaron cascara total y
pulpa. Todas las partes obtenidas en los dos tratamientos fueron secadas en estufa a 40°C y
luego molidas para elaborar los extractos. Las proporciones utilizadas fueron 12 g en 50 ml de
aguaa TA o0 a 100°C para embrion y endosperma, 12 g en 50 ml de agua a 100°C para pulpa 'y
12 g en 150 ml de agua a 100°C para todos los tipos de cascaras (Tablas 3 y 4). Por otra parte,
el agua de hervor a ambas temperaturas fue filtrada y congelada en freezer a -20°C.
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Tabla 3: Referencias de extractos elaborados a partir de pifiones hervidos a 100°C

Extracto Proporcion Solvente de Referencia
(g muestra/ml agua)  extraccion
» agua TA EM100A

Embrion 12/50

agua 100°C EM100C

agua TA EN100A
Endosperma 12/50

agua 100°C EN100C
Pulpa 12/50 agua 100°C P100C
Cascara total 12/150 agua 100°C CT100C
Cascaraiing 12/150 agua 100°C CF100C
Cascara gruesa 12/150 agua 100°C CG100C
Pifiones defectuosos 12/150 agua 100°C PD100C
Agua pifiones sanos 12/150 agua 100°C A100
Agua pifiones defectuosos 12/150 agua 100°C AD100

Tabla 4: Referencias de extractos elaborados a partir de pifiones hervidos a 120°C en autoclave

Proporcion (g Solvente de

Extracto muestra/ml agua) extraccion Referencia
Pulpa 12/50 agua 120°C P120
Caéscara total 12/150 agua 120°C CT120
Agua pifiones sanos 12/150 agua 120°C A120
Agua pifiones defectuosos 12/150 agua 120°C AD120

3.2.3.2.3. Pifiones tostados

La cascara de los pifiones tostados fue separada en céscara total, cascara fina y gruesa; todas
fueron molidas y utilizadas en una proporciéon 12:150 de agua a 100°C. Con la harina y cafe
provenientes de las pulpas de pifiones tostados se elaboraron extractos a TA y/o 100°C en una
proporcion 12:150 de agua (Tabla 5). No se realizaron extractos de cascara a TA porque los
resultados obtenidos con pifiones frescos indicaron que este tratamiento tiene poca eficiencia

para la extraccion de antioxidantes.
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Tabla 5: Referencias de extractos elaborados a partir de pifiones tostados

Extracto Proporcion (g muestra/ml agua)  Solvente de extraccion = Referencia
Céscara total  12/150 agua 100°C CTTC
Céscarafina  12/150 agua 100°C CFTC
Cascara o
gruesa 12/150 agua 100°C CGTC
TA

Harina 12/50 agua He

agua 100°C HA
Café 12/50 agua 100°C CC

3.2.3.2.4. Pifiones en conservas

El frasco con los pifiones en almibar fue abierto inmediatamente antes del proceso de
extraccion. Los pifiones en almibar fueron discriminados en oscuros y claros, ya que se
desconocia si la coloracion se debia a una diferencia en la absorcidn de taninos provenientes de
la cascara durante el hervor o a las condiciones de almacenamiento. Ambos fueron procesados
en mortero y luego se agregd agua a TA o0 a 100°C en una proporcion 30 g/50 ml por tratarse
de peso humedo.

Todos los extractos de pifiones, descriptos anteriormente, fueron macerados toda la noche,
filtrados con papel de filtro cualitativo de velocidad media (tamafio de poro: 125 micras), luego
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos y por ultimo se extrajo el sobrenadante, que fue
almacenado en freezer a -20°C para su analisis posterior. Por su parte, el almibar fue filtrado y

almacenado en freezer a -20°C.

3.2.3.3. Extractos a partir de callos de células de pifion obtenidos in vitro

Los callos frescos de embriones de A. araucana fueron triturados en mortero con el agregado
de agua a TA, en una proporcion 30 g en 50 ml. Con fines comparativos, se utilizé la misma
proporcion de material fresco/solvente que para los embriones de pifiones frescos. Una vez
homogeneizados, se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se extrajo el sobrenadante.

Los extractos fueron almacenados en freezer a -20°C.

3.2.4. Métodos para la determinacion de actividad antioxidante de los extractos

Debido a la complejidad de los procesos de oxido-reduccion, no existe un inico método que
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refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por lo cual es necesario
evaluarlo con diferentes métodos a fin de poder valorar su actividad e interpretar la variabilidad
entre extractos. Existen dos tipos de ensayos para determinar la actividad antioxidante de una
muestra: aquellos ensayos basados en la transferencia de electrones y aquellos que determinan
la transferencia de 4&tomos de hidrogeno. En la primera categoria, los més usados son ABTS,
DPPH y FRAP; y en la segunda, los ensayos ORAC y TRAP. El método a utilizarse debe ser
sencillo, con buena reproducibilidad, que permita diferenciar significativamente extractos

vegetales y adaptables a muestras con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos.

3.2.4.1. Determinacion de actividad antioxidante por método de FRAP

Este método desarrollado por Benzie y Strain (1996) se basa en la reducci6n, por un
antioxidante y en condiciones &cidas, del hierro férrico (Fe*) a hierro ferroso (Fe?"). Esta
reduccion se puede cuantificar gracias a la accion del TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridil)-1,3,5-triazina)
capaz de quelar al hierro, de forma que el complejo Fe**-TPTZ tiene una intensa coloracion
azul con un méaximo de absorcion a 595 nm y el complejo Fe?*"TPTZ tiene coloracion amarilla.
Asi, se genera una coloracién de intensidad proporcional a la actividad reductora de la muestra,
Por lo tanto, la formacion de este complejo se puede evaluar mediante un espectrofotometro.
El método FRAP es sencillo, rapido (generalmente la reaccion se completa entre 4 y 8 minutos)
y se debe realizar en una matriz acuosa, por lo que debe usarse como antioxidante de referencia
al acido ascorbico o0 TROLOX. Para alimentos, normalmente se usa el acido ascorbico como
referencia.

Para la determinacion, se preparo la solucién de FRAP que consiste en la mezcla de 25 ml
buffer acetato de sodio 300 mM (pH 3,6) con una solucion de 2,5 ml 2,4,6-tripyridyl-s-triazina
10 mM en HCI 40 mM y 2,5 ml FeCls-6H20 20 mM. Se agregaron 900 pl de esta solucién a
50 ul de cada muestra y se incubd 30 minutos a TA en oscuridad. Luego se determind la
absorbancia a una longitud de onda de 593 nm en un espectrofotometro UV-Visible PG, modelo
T60V, marca PG INSTRUMENTS LTD.

Los valores se compararon con la curva de calibracion realizada con acido ascérbico 0,1 pug/mi
y los resultados fueron expresados como pg equivalentes de acido ascérbico por mg de peso

seco o fresco (ug EAA/mg PS o PF).
3.2.4.2. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

La determinacion de la eficiencia anti-radical con el método de DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil), desarrollado por Blois (1958) se basa en la reaccion de reduccion del radical DPPHe

por parte del compuesto antioxidante. Este método consiste en una reaccion de 6xido-reduccion
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en la cual el reactivo DPPH de color violeta (con un pico de absorbancia a 517 nm) se reduce
frente al agente antioxidante y cambia a color amarillo, por lo cual la decoloracién (disminucion
de la absorcion a 517 nm) es proporcional a la actividad antioxidante.

Se realizaron curvas con diferentes diluciones de los extractos, con el fin de asegurar linealidad
de la respuesta redox. Las muestras se diluyeron de acuerdo con los resultados obtenidos y se
utilizaron 50 pl de cada extracto vegetal para las determinaciones, por duplicado. A los 50 pl
de extracto se les agreg6 0,625 ml de solucidn etanolica (50%) y 0,125 ml de solucidn etandlica
de DPPH 0,8 mM (en cada paso se agitd con vortex). Inmediatamente, se midio la cinética del
proceso en un espectrofotometro a 517 nm en cubeta de 1 ml durante 10 minutos y luego, se
elabord una curva de absorbancia a lo largo del tiempo. Se estimé un indice, conocido como
Eficiencia Anti-radical (EA) descrito por Sanchez-Moreno et al. (1998), con algunas
modificaciones. Este indice esta formado por dos parametros: la EC4o que es la concentracion
de antioxidantes necesaria para inhibir en un 40% la cantidad inicial del radical y el tECa40 que
es el tiempo que necesita dicha concentracion de antioxidantes para inhibir el 40% del radical.
Se eligio dicho porcentaje, ya que algunos extractos no lograban inhibir el 50% del radical en
un amplio rango de tiempo por lo que se dificultaba el calculo del indice ECso. Con estos dos

pardmetros, se construye el siguiente indice:
EA= 1/(ECa0 X tECa0)

Es decir, que cuanto mayor sea la EA, mayor es el poder antioxidante, ya que se requerird menor
concentracion del antioxidante y menor tiempo para lograr la inhibicion del 40%. Los valores

se expresaron en (mg/ml)* s,

3.2.5. Determinacion de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales en los extractos se utilizo el método de Folin-
Ciocalteu. El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de acidos fosfomolibdico y
fosfotlngstico de coloracion amarilla. Estos compuestos se reducen cuando reaccionan con
compuestos fenolicos y generan una mezcla de 6xidos de tungsteno y molibdeno de coloracion
azul intenso, con un pico de absorcion a 765 nm. La absorbancia de la muestra es proporcional
al contenido de polifenoles. Se utiliza como patrén una solucién de acido galico de 0,1 mg/ml
para realizar la curva de calibracion.

Las determinaciones se realizaron por triplicado de acuerdo al método de Singleton y Rossi
(1965) con algunas modificaciones. A 50 pul de extracto se le agregaron 250 pl de agua Milli-
Q vy 125 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu 1N. Luego de 5 minutos, se incorporaron 625 pl de

una solucién 20% de Na>COaz. Los tubos se mantuvieron 30 minutos a TA y se leyd la
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absorbancia a 760 nm. La cuantificacion de los fenoles totales presentes en las muestras se llevd
a cabo por interpolacién directa en la curva de calibracion y se expresé como pg equivalentes
de &cido galico por mg peso seco (ug EAG/mg PS).

3.2.6. Determinacion de flavonoides totales

La cuantificacion del contenido de flavonoides totales se realizé segin el método colorimétrico
disefiado por Shohael et al. (2006), con algunas modificaciones. Esta determinacion se basa en
que el tricloruro de aluminio forma complejos estables de acidos con el grupo cetona en C-4 o
bien con el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles; y ademas puede formar
enlaces con los grupos dihidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides (Ricco et al. 2015). Se
utilizé como patrén una solucién de quercetina de 1 mg/ml para realizar la curva de calibracion.
Para la determinacion se utilizaron 50 pl de extracto, que fueron mezclados con 30 pl de NaNO2
al 5% (p/v). Luego de 6 minutos de incubacion se agregd 60 ul de AICIs 20 % (p/v). Seguido a
esto, se agitaron en vortex y se incubaron 5 minutos a TA. Por ultimo, se agregd 200 pul de
NaOH 1IN y se ajustd con agua Milli-Q hasta un volumen final de 1000 pl. La lectura
espectrofotométrica fue realizada a 510 nm de longitud de onda y se utilizé una curva patron
de quercetina para los célculos. Los resultados fueron expresados como pg equivalentes de
quercetina/mg de peso seco (ug EQ/mg PS).

3.2.7. Analisis de citotoxicidad

3.2.7.1. Linea celular

Para testear la citotoxicidad de diferentes concentraciones de los extractos vegetales obtenidos
se emplearon dos lineas celulares comerciales: VERO y MCF-7. La linea VERO corresponde
a células epiteliales renales extraidas de un mono verde africano (Chlorocebus sp. antes llamado
Cercopithecus aethiops) y la linea MCF-7, deriva de un adenocarcinoma de mama humano.
3.2.7.2. Mantenimiento

Las células fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM 10 g +
NaHCO3 3,75 g + HEPES 4,76 g + H20 Milli-Q csp 1 1) suplementado con suero fetal bovino
al 10%, 100 1U/ml de penicilina G sédica y 40 pg/ml de sulfato de gentamicina. Las células
fueron mantenidas en estufa a una atmdsfera de 5% de CO; a 37°C. Los subcultivos fueron
obtenidos por tratamiento suave con tripsina al 0,25%, y se sembraron 10° células/ml para
tratarlas 48 h después.

3.2.7.3. Bioensayos para la evaluacion de citotoxicidad

La potencial citotoxicidad de los extractos antioxidantes fue determinada por colorimetria por
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tincién con cristal violeta de células vivas segln Soria et al. (2008). Se eligi6 la tincion con
cristal violeta ya que es un ensayo rapido para evaluar la viabilidad celular bajo diversas
condiciones de estimulacién y por no presentar interferencia con otros reactivos.

Para los bioensayos se sembraron 6000 células por pozo en placas multipozo que fueron
cultivadas en estufa durante 24 h. Luego, se les removio el medio, se agregdé medio fresco
(control) o medio fresco con extracto (tratamiento con extractos vegetales) y fueron incubadas
a 37°C con 5% de CO2 durante 2 h.

Se realizaron curvas de citotoxicidad de los extractos a diferentes concentraciones (50, 100 y
200 pg EAA/mg PS) y se determing la concentracion Optima en la que el extracto no disminuye
mas del 20% de la viabilidad celular.

Después de los tratamientos, las células fueron coloreadas con una solucion de cristal violeta al
0,5% en metanol al 50% durante 15 minutos. Para eliminar el excedente del colorante, cada
placa fue lavada tres veces con metanol al 50% y secada. Luego, se agregaron 50 pl de una
solucidn de citrato de sodio 0,1 M (pH: 5,4 en metanol al 20%). Dado que las células viables
coloreadas se mantienen adheridas a la placa, la viabilidad celular se definié como porcentaje
de densidad oOptica respecto al control (100%) en cada pozo medida a 630 nm en un lector de
placas Elisa Rayto RT-2100C (Rayto Life y Analytical Sciences Co., Ltd. China). La adhesion
celular a la placa luego del ensayo y previa al analisis espectrofotométrico, fue controlada de

forma visual en un microscopio invertido biolégico ZOU-T trinocular (Marca: Arcano).

3.2.8. Analisis estadistico

Se utilizo el programa InfoStat versién 2020 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
Los resultados se expresaron como media + desviacidn estandar y para detectar diferencias
entre medias se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) y posterior test de Tukey, con un
nivel de significancia de 0,05. En cada caso se evalud el cumplimiento de los supuestos
mediante el mismo programa. Las curvas de calibracion para actividad antioxidante, fenoles y

flavonoides totales fueron calculadas por analisis de regresion lineal.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Especies con uso medicinal
3.3.1.1. Poder antioxidante con técnica de FRAP

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos vegetales analizados se muestran de

forma grafica en la Figura 17. Dentro de la variedad de especies con usos medicinales
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evaluadas, los extractos elaborados a partir de hojas y tallos de L. cuneifolia presentaron el
mayor poder antioxidante medido con la técnica de FRAP. El extracto elaborado en aguaa TA
(LCA), presento un valor de 149,71 £ 5,23 ug EAA/mg PS, y se destaca por ser mayor (pero
no significativo) al extracto obtenido con agua a 100°C (LCC) que present6 un valor de 131,93
+ 5,23 ug EAA/mg PS (Figura 17). Estos resultados concuerdan con el alto poder antioxidante
hallado a partir de infusiones y extractos etandlicos de hojas de L. cuneifolia en otros estudios
recientes (Carabajal et al. 2017; Lorenzo et al. 2019).

Por otra parte, los valores de FRAP determinados en el extracto obtenido a partir de hojas y
tallos de L. nitida con agua a 100°C (LNC) y en los dos extractos elaborados a partir de M.
aphylla (MAA y MAC), resultaron significativamente menores a los de ambos extractos de L.
cuneifolia (Figura 17). Ademas, el extracto obtenido con agua a TA de L. nitida (LNA) presento
un valor de poder antioxidante significativamente menor (78,76 + 5,23 ug EAA/mg PS) al del
obtenido con agua a 100°C (95,68 + 5,23 ug EAA/mg PS) (Figura 17). Mientras que los valores
de FRAP de los extractos de M. aphylla (MAA y MAC) no presentaron diferencias
significativas entre si.

En un estudio reciente (Moreno et al. 2020), se compar6 la actividad antioxidante mediante la
técnica ABTS en extractos etandlicos de hojas de especies y mezclas de especies con usos
medicinales y, entre ellas, L. cuneifolia y L. nitida. A diferencia de nuestros resultados, los
autores encontraron una mayor actividad antioxidante en L. nitida con respecto a L. cuneifolia
que resulto estadisticamente significativa, lo cual podria deberse a la diferencia en el solvente
utilizado para la extraccion. En dicho trabajo, la mezcla de L. cuneifolia con otras especies no
mostro diferencias significativas en cuanto a capacidad antioxidante con respecto al extracto
individual; sin embargo, la mezcla mostré actividad antioxidante in vitro y actividad
antiinflamatoria. Por su parte, Carabajal et al. (2017), tampoco encontraron diferencias
significativas en la actividad antioxidante en los extractos individuales de L. cuneifolia con
respecto a la mezcla de estos con otras especies; y a su vez encontraron que la mezcla tuvo
actividad antimutagénica mientras que el extracto individual no. A diferencia de lo informado
en dichos trabajos, el extracto que se obtuvo a partir de lamezcla de G. chiloensis y L. cuneifolia
(GCC+LCC) (cada especie aporta el 50% del material extraido) mostré el mayor valor de poder
antioxidante medido con la técnica de FRAP, con un valor que es 2,4 veces mayor que la suma
de los valores de los extractos por separado. Por su parte, la actividad antioxidante de la mezcla
GCC+MAC no mostré diferencias significativas con las de los extractos por separado (Figura
17).
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Método FRAP (ug EAA/mg PS)
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Figura 17: Poder antioxidante de especies vegetales con uso medicinal evaluado con la técnica de FRAP.
Especies: M. laxa (ML), P. dictyocarpa (MD), G. chiloensis (GC), L. cuneifolia (LC), L. nitida (LN), M.
aphylla (MA), pifiones frescos de A. araucana (PF). Extractos obtenidos con agua a temperatura
ambiente (terminacion de sigla en A) y a 100°C (terminacién de sigla en C). Los valores representan la
media + DE de tres determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados en g EAA/mg PS:
equivalentes acido ascérbico por mg de peso seco. Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey, p<0,05).

Los extractos de las demés especies estudiadas como M. laxa, P. dictyocarpa y G. chiloensis
presentaron valores de poder antioxidante significativamente menores y los valores méas bajos
fueron observados en los extractos obtenidos a TA de las primeras dos especies (MLA y MDA).
Sin embargo, al consultar bibliografia sobre dichas especies, se encontré que la infusion de
hojas de P. dictyocarpa mostré un valor de 12,27 ug EAA/mg PS mediante la técnica de FRAP
(Borneo et al. 2009), unas 5 veces menor que el valor obtenido en este estudio (58,19 ug
EAA/mg PS). En cuanto a G. chiloensis, un trabajo reciente analizé la actividad antioxidante y
los compuestos fendlicos de infusiones de dicha especie (Gastaldi 2018). En éste, si bien no se
analiza la actividad antioxidante mediante la técnica de FRAP, se identificaron mediante HPLC
compuestos con alta actividad antioxidante como &cido clorogénico, cafeico y un flavonoide
oligésido, que probablemente sean los responsables de la actividad antioxidante hallada en este
trabajo de tesis. Por otra parte, el resultado obtenido en esta tesis seria el primer registro de
medicion de actividad antioxidante en la especie M. laxa. Como puede observarse en la Figura
17, los valores son similares a los hallados para las partes vegetales de las otras especies
utilizadas también como antiinflamatorias en la medicina popular. Por otro lado, se analizé el
poder antioxidante de todos los tejidos de los pifiones. En esta seccidn se incluyen los resultados
de la parte comestible (pulpa; PFA y PFC), por ser la utilizada con fines medicinales (Figura
17). Si bien este tejido no mostro un alto poder antioxidante, comparado con las otras plantas
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medicinales estudiadas, su estudio es relevante a fin de conocer el aporte de antioxidantes de
un alimento de uso frecuente en la dieta de la poblacién regional y que ademas es usado como
ingrediente principal de numerosas preparaciones. Por tratarse de un arbol icénico de la
Patagonia, con numerosos usos desde tiempos ancestrales, las propiedades antioxidantes,
nutricionales y posibles aplicaciones de todos los componentes de las semillas, tanto
comestibles como céascaras, seran detallados en secciones y capitulos especificos.

3.3.1.2. Poder antioxidante con técnica de DPPH

El indice de eficiencia anti-radical (EA) refleja la concentracion del extracto y el tiempo
necesarios para inhibir en un 40% la absorbancia del radical DPPH. En la mayoria de las
especies, salvo para L. nitida, los extractos elaborados con agua caliente presentaron mayor EA,
es decir, mayor poder antioxidante que el obtenido a TA de la misma especie (Figura 18). Los
extractos con mayor poder antioxidante con la técnica del DPPH fueron: L. nitida en aguaa TA
y L. cuneifolia en agua a TA y caliente (0,417), los cuales también presentaron también alto
poder antioxidante con la técnica de FRAP. Este valor de EA resulta alto comparado con frutos
rojos tales como frutilla, frambuesa, mora y arandanos que muestran valores de 0,097, 0,06,
0,09 y 0,062, respectivamente (Gramza et al. 2019). En el caso de la mezcla GCC+LCC que
mostrd el valor mas alto con la técnica de FRAP, con el método del radical DPPH no sucedio
lo mismo ya que la EA mostrd un valor muy bajo (0,1 (mg/ml)* s%) (Figura 18). En el caso del
valor obtenido con FRAP, se puede notar que hay una accién aditiva de los compuestos
antioxidantes polares de la mezcla; mientras que cuando se midié la actividad antioxidante en
un medio menos polar (etanol) por la técnica de DPPH, la actividad antioxidante de la mezcla
disminuye, no evidenciandose accion aditiva. Otros extractos como MAA, MAC y LNC
también mostraron menor poder antioxidante que con la técnica de FRAP (Figura 18). Por su
parte, los extractos de P. dictyocarpa, que presentaron valores medios de actividad antioxidante
con latécnica de FRAP (respecto al mayor y menor valor observado en las muestras analizadas),
mostraron un indice alto de EA lo que indica mayor concentracion de antioxidantes de baja
polaridad. Esta técnica indica un bajo poder antioxidante de la pulpa del pifién, puesto que
produce un 20% de disminucion de la absorbancia del radical DPPH. Sin embargo, luego se

analizaran otras partes de la semilla con mayor capacidad antioxidante.
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Método DPPH: 40% inhibicion
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Figura 18: Eficiencia anti-radical de extractos de especies con uso medicinal obtenidos con agua a
temperatura ambiente (A) y a 100°C (C). Especies: M. laxa (ML), P. dictyocarpa (MD), G. chiloensis
(GC), L. cuneifolia (LC), L. nitida (LN), M. aphylla (MA), pifiones frescos de A. araucana (PF). Extractos
obtenidos con agua a temperatura ambiente (terminacion de la sigla en A) y a 100°C (terminacion de la
sigla en C). Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, n=3, p<0,05). Valores expresados
como (mg/ml)* s,

3.3.1.3. Contenido de fenoles y flavonoides

Se analiz6 el contenido de fenoles en aquellos extractos en los que ambos analisis de actividad
antioxidante (FRAP y DPPH), arrojaron valores de actividad media a alta (mayor a 55 pug EAA
mediante FRAP y una EA mayor a 0,2 (mg/ml)?! s mediante DPPH. Los extractos
seleccionados segun este criterio fueron LCA, LCC, LNC, LNA, MDC y MLC, y los resultados
se muestran en la Figura 19. Los extractos de L. cuneifolia y L. nitida fueron los que presentaron
mayor contenido de polifenoles y flavonoides. En este sentido, el anélisis de la proporcion
flavonoides/fenoles de cada uno de los extractos de estas especies, muestra el mayor valor para
el extracto LCC (1,93) (Figura 19), lo cual se puede relacionar también con el alto poder
antioxidante hallado en ese extracto por los métodos utilizados. Asi, la relacién
flavonoides/fenoles del extracto da cuenta de la importancia de los flavonoides en el contenido
fenolico total y en su actividad antioxidante (Dias et al. 2021). EI contenido de fenoles totales
de las infusiones de L. cuneifolia y L. nitida concuerda con los valores mostrados en otro trabajo
donde también se utiliz6 el agua a 100°C como solvente de extraccion (Carabajal et al. 2017).
Los autores encontraron ademas que el extracto de L. cuneifolia presentd un contenido
significativamente mayor de fenoles que el de L. nitida. Los resultados presentados en la Figura
19 muestran diferencias entre L. cuneifolia y L. nitida pero no son estadisticamente

significativas. Por otra parte, los valores de flavonoides reportados por Carabajal et al. (2017)
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para especimenes colectados en la provincia de Tucumén a 2000 m.s.n.m., son 50 veces mas
bajos que los encontrados en este estudio. Esta diferencia podria ser atribuible a la menor
proporciéon de material vegetal/solvente utilizada por dichos autores (2 g en 200 ml de agua)
y/o a las condiciones edaficas, altitudinales y estacionales en las que fueron recolectados los
especimenes y que pueden impactar en la concentracion de flavonoides. Estudios recientes
sobre extractos etanolicos de estas dos especies (Moreno et al. 2018, 2020; Lorenzo et al. 2019)
mostraron valores superiores (2-4 veces mas) en el contenido de fenoles y levemente superiores
(1-2 veces mas) en el contenido de flavonoides; sin embargo, la utilizacion de solventes
orgénicos presenta muchas desventajas para la salud humana y el medioambiente. En este
sentido, es importante destacar que la obtencion de metabolitos de interés mediante solventes
no téxicos es una prioridad para alcanzar procesos de extraccion sustentables (Pena-Pereira et

al. 2015) y es el objetivo de esta tesis.
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Figura 19: Contenido de fenoles y flavonoides de las especies con uso medicinal que mostraron mayor
poder antioxidante. Especies: M. laxa (ML), P. dictyocarpa (MD), L. cuneifolia (LC), L. nitida (LN).
Extractos obtenidos con agua a temperatura ambiente (terminacion de la sigla en A) y a 100°C
(terminacién de la sigla en C). Letras distintas indican diferencias significativas entre especies
(mayusculas para fenoles y mindsculas para flavonoides) (Tukey, n=3, p<0,05). EAG: equivalentes de
acido galico, EQ: equivalentes de quercetina, PS: peso seco. Valores en inserto representan Flav/Fen::
relacion flavonoides/fenoles.

3.3.1.4. Toxicidad de extractos de plantas con uso medicinal
Debido a la compleja composicion quimica de las plantas, y a que muchas veces son

consumidas como infusiones en concordancia con tradiciones populares (etnomedicina), la falta
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de estudios de los posibles efectos secundarios de los productos fitoterapéuticos puede suponer
un riesgo importante para la salud y el bienestar. Como ejemplo puede citarse al &cido
aristoloquico, que se encuentra en todas las plantas del género Aristolochia y otras plantas
medicinales argentinas (Barboza et al. 2009) y numerosas investigaciones demostraron que es
un potente cancerigeno y nefrotoxico (Li et al. 2021; Britza et al. 2022). Para conocer si los
extractos elaborados a partir de plantas con uso medicinal mostraban toxicidad aguda, se
realizaron pruebas in vitro con la linea celular VERO no tumoral y la linea tumoral MCF-7,
ambas de mamifero. Para esto, cultivos de células VERO con aproximadamente un 80% de
confluencia, se expusieron a distintas concentraciones de los extractos. Las concentraciones
fueron seleccionadas de acuerdo con su capacidad antioxidante determinada por el método
FRAP. De esta forma, se pudo comparar la toxicidad/inocuidad de extractos con capacidades
antioxidantes similares. Para determinar si alguno de estos extractos presentaba actividad
antitumoral, sin afectar células no tumorales, fue probada en células MCF-7 la concentracion
en la que ninguno de los extractos mostro toxicidad en las células VERO (50 pug EAA/mg PS).
En las Figuras 20 y 21 se puede observar que los extractos obtenidos de la mayor parte de las
especies estudiadas no disminuyen mas del 20% la viabilidad celular con respecto al control.
Los Unicos extractos que mostraron toxicidad significativa fueron los de G. chiloensis, tanto
aquellos obtenidos con agua a TA como a 100°C (GCA y GCC, respectivamente). Los
resultados mostraron una disminucion del 50% y 70%, respectivamente, de la densidad de
células VERO adheridas (viables) con respecto al control sin extracto. En el caso del ensayo
con células tumorales, la toxicidad de estos extractos fue mayor, se alcanz6 un valor superior
al 80% de disminucion de la viabilidad celular a la misma concentracion que la empleada en el
ensayo con células VERO. Por su parte, las mezclas GCC+MAC y GCC+LCC también
generaron disminucion en la viabilidad celular en células VERO, aunque no tan marcada
(Figura 20). En estos casos, la toxicidad fue menor a la esperada a las concentraciones utilizadas
y este resultado podria estar relacionado con un efecto protector de los extractos de M. aphylla
o L. cuneifolia, aunque no seria suficiente para prevenir la muerte de las células VERO a las
concentraciones ensayadas. A diferencia de lo que ocurrio en las células VERO, en las células
MCF-7, la toxicidad de G. chiloensis resulto totalmente inhibida por las otras especies de la
mezcla, ya que no se encontraron diferencias significativas con el control; por ende, el efecto
protector de los extractos de M. aphylla o L. cuneifolia seria mas efectivo en estas celulas
tumorales. La toxicidad de la infusion de esta especie fue informada por primera vez por
Gastaldi (2018), quién encontrd actividad citotdxica en células tumorales y no tumorales, a

partir de una concentracion 1,25 mg/ml de extracto; mientras que en este trabajo se encontrd
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alta toxicidad a partir de una concentracion de 0,37 mg/ml. Hasta el momento no existe ningin
estudio que informe cudl es el compuesto o la mezcla de compuestos que generan la toxicidad
de G. chiloensis sobre las células, ya que esta especie se ha investigado mayormente por su alto
contenido en diterpenos y otros constituyentes de la resina de sus hojas (Zavala y Ravetta 2001)
Y No se encuentran otros estudios que indaguen en las causas de su citotoxicidad. A priori, estos
resultados en su conjunto sugieren que los extractos de G. chiloensis no serian buenos
candidatos para la busqueda de agentes antitumorales; principalmente por su alta toxicidad en

células no tumorales.

Citotoxicidad sobre células VERO
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Figura 20: Porcentaje de viabilidad de células VERO a distintas concentraciones de extractos de
especies con uso medicinal. Especies: M. laxa (ML), P. dictyocarpa (MD), G. chiloensis (GC), L.
cuneifolia (LC), L. nitida (LN), M. aphylla (MA), pifiones frescos de A. araucana (PF). Extractos
obtenidos con agua a temperatura ambiente (terminacion de sigla en A) y a 100°C (terminacidn de sigla
en C).

En cuanto a las especies estudiadas del género Larrea, cuyas infusiones son utilizadas por sus
propiedades antiinflamatorias, antirreumaticas, balsamicas, entre otras, se ha informado que L.
cuneifolia y L. divaricata muestran baja toxicidad y efecto protector frente a EROs en lineas
celulares no tumorales y toxicidad en una linea celular cancerigena (Boris et al. 2015, Lorenzo
et al. 2020; Bongiovanni et al. 2008). En este trabajo, los extractos de L. cuneifolia (recolectada
en Neuquén) no mostraron toxicidad en ningun tipo celular a las concentraciones estudiadas
(Figura 20y 21). Por su parte, L. nitida es una especie que no ha sido muy estudiada. Un estudio

reciente ha reportado una fuerte actividad antifingica (Moreno et al. 2020). Este trabajo
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constituiria el primer registro de la evaluacion de toxicidad de dicha especie en células de
mamiferos. En la Figura 20, se muestra que ambos extractos de L. nitida, principalmente el
obtenido con agua a TA, aumentan significativamente la viabilidad celular de células VERO a
partir de los 50 pg EAA/mg PS y este efecto se mantuvo a medida que aumentd la
concentracion. En células MCF-7 no se encontraron diferencias significativas con respecto al
control en la concentracién utilizada (Figura 21).

Citotoxicidad sobre células MCF-7
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Figura 21: Porcentaje de viabilidad de células MCF-7 a 50 ug EAA/mg PS de extractos de
especies con uso medicinal. Especies: M. laxa (ML), P. dictyocarpa (MD), G. chiloensis (GC), L.
cuneifolia (LC), L. nitida (LN), M. aphylla (MA), pifiones frescos de A. araucana (PF). Extractos
obtenidos con agua a temperatura ambiente (terminacion en A) y a 100°C (terminacion en C).
Los valores representan el promedio £ DE de tres experimentos realizados por duplicado.
Asteriscos indican diferencias significativas con el control (Tukey, p<0,05).

Al igual que con L. nitida, los resultados en células VERO (Figura 20) muestran que el extracto
de M. laxa obtenido con agua a TA induciria proliferacién celular, dado que aumenta
significativamente la cantidad de células adheridas a partir de 50 ug EAA/mg PS y este efecto
se mantiene a concentraciones mayores. Por otro parte, el extracto obtenido a 100°C de esta
especie no muestra diferencias significativas con respecto al control. La especie M. laxa
tampoco ha sido estudiada en cuanto a su actividad antioxidante y su citotoxicidad. Se ha
descripto que extractos elaborados a partir de una especie del mismo género M. velame no
mostraron efectos toxicos in vitro e in vivo (Ribeiro et al. 2019). Estos resultados impulsan a
profundizar las investigaciones relacionadas con las posibles aplicaciones de los principios
activos presentes en los extractos acuosos de L. nitida y M. laxa en el campo de las patologias

que inducen necrosis o neurodegeneracion (Uddin et al. 2020).
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En el caso de P. dictyocarpa, no se encontrd citotoxicidad ni efecto proliferativo, tanto en
células VERO como en las células tumorales MCF-7. No hay estudios in vitro sobre su
actividad antioxidante o citotoxica, sin embargo, se ha estudiado su actividad antioxidante con
efecto neuroprotector frente al As en ratas Wistar y se encontré gue no tenia efecto toxico y
ademas, mostro actividad quimiopreventiva frente al dafio por este metaloide (Cortez et al.
2012).

3.3.2. Productos y residuos derivados de la industria del pifion

3.3.2.1. Poder antioxidante con técnica de FRAP

El poder antioxidante medido con la técnica de FRAP en extractos a partir de tejidos de pifiones
frescos o con diferentes tratamientos como, hervidos a 100°C, hervidos a 120°C y tostados se
muestran en las Tablas 6, 7, 8 y 9, respectivamente. Uno de los primeros descubrimientos fue
que la cascara total de pifiones frescos mostré ser un tejido con alto poder antioxidante y que el
extracto obtenido con agua a 100°C (residuo no comestible) present6 valores significativamente
mayores a aquellos obtenidos con agua a TA (Tabla 6). Por este motivo, los extractos de cascara

elaborados con agua a 100°C fueron estudiados mas exhaustivamente.

Tabla 6: Poder antioxidante evaluado con la técnica FRAP de extractos de pifiones frescos
elaborados con agua a TAy a 100°C

Actividad antioxidante

Extractos de pifiones frescos Referencia (1ig EAA/MG peso seco)
Pulpa PFA 1,01 + 0,062 (d)
PFC 1,41 + 0,090 (d)
Embrion EMFA 1,36 + 0,038 (d)
EMFC 1,60 + 0,188 (d)
Endosperma ENFA 0,93 £ 0,138 (d)
ENFC 0,86 £+ 0,096 (d)
Cascara total CTFA 36,80 * 2,800 (b)
CTFC 83,00 + 7,800 (b)
Céscara fina CFFC 403,60 + 32,000 (a)
Céscara gruesa CGFC 40,90 + 4,100 (b)
Pifiones defectuosos PDC 27,93 = 2,100 (c)
Pifiones vacios PVC 1,66 + 0,320 (d)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. VValores expresados
en pg EAA/mg PS: equivalentes acido ascérbico por mg de peso seco. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey, p<0,05).
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Tabla 7: Poder antioxidante evaluado con la técnica FRAP de extractos de pifiones hervidos

elaborados con agua a TAy a 100°C

Extractos de pifiones hervidos
100°C

Pulpa

Embrion

Endosperma

Céscara total
Céscara fina
Céscara gruesa
Pifiones defectuosos
Agua pifiones sanos

Agua pifiones defectuosos

Referencia

P100

EM100A
EM100C
EN100A
EN100C

CT100C

CF100C

CG100C

PD100C

A100
AD100

Actividad antioxidante
(Mg EAA/mg peso seco o ml)

0,58 + 0,01 (¢)

1,42 + 0,04 (de)
1,52 + 0,14 (de)
0,72 £ 0,03 (de)
0,65 + 0,03 (de)

64,00 + 5,90 (c)
284,42 + 21,00 (a)
25,58 + 2,60 (cd)
17,54 £ 4,78 (cde)
122,00 + 32,80 (b)
127,20 + 1,62 (b)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. VValores expresados
en pg EAA/mg PS: equivalentes acido ascérbico por mg de peso seco. Letras distintas indican diferencias

significativas (Tukey, p<0,05).

Tabla 8: Poder antioxidante evaluado con la técnica FRAP de extractos de pifiones
hervidos a 120°C elaborados con agua a 100°C

Extractos de pifiones hervidos
120°C

Pulpa
Cascara total

Agua pifiones sanos

Referencia

P120
CT120

Al120

Actividad antioxidante
(Mg EAA/mg peso seco o ml)

0,82 % 0,20 (c)
15,40 + 0,40 (b)

218,40 + 15,00 (a)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados
en pg EAA/mg PS: equivalentes &cido ascorbico por mg de peso seco. Letras distintas indican diferencias

significativas (Tukey, p<0,05).
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Tabla 9: Poder antioxidante evaluado con la técnica FRAP de extractos de pifiones
tostados elaborados con agua a TAy a 100°C

Actividad antioxidante

Extractos pifiones tostados (ug EAA/Mg peso seco)

Caéscara total CTTC 69,70 £ 5,90 (b)
Cascara fina CFTC 322,20 £ 29,00 (a)
Céscara gruesa CGTC 36,30 £ 2,10 (c)
Harina HC 2,43 £ 0,10 (e)
HA 2,11 £ 0,03 (e)
Café CC 3,78 + 0,86 (d)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados
en pg EAA/mg PS: equivalentes acido ascdrbico por mg de peso seco. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey, p<0,05).

Tabla 10: Poder antioxidante evaluado con la técnica FRAP de extractos de pifiones en
almibar elaborados con agua a TAy a 100°C

Actividad antioxidante

Extractos pifiones en almibar (EAA/M peso fresco)

Pifiones claros (agua TA) 0,460 = 0,08 (a)
Pifiones claros (agua 100°C) 0,366 = 0,06 (a)
Pifiones oscuros (agua TA) 0,358 £ 0,09 (a)
Pifiones oscuros (agua 100°C) 0,390 £ 0,03 (a)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. VValores expresados
en ug EAA/mg PS: equivalentes acido ascorbico por mg de peso seco. TA: temperatura ambiente. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Con respecto a los extractos de cascaras obtenidos con agua a 100°C, se pudo observar que en
todos los tratamientos la cascara fina presenté mayor poder antioxidante por mg de tejido que
la cascara gruesa, con el valor méas alto obtenido a partir de pifiones frescos (403,6 + 32,0
EAA/mg peso seco; Figura 22). Las tres cocciones de los pifiones (tostados, hervidos a 100°C
y a 120°C) disminuyeron el poder antioxidante de la cascara fina y la gruesa alrededor de un
25%. En el caso de los pifiones hervidos tanto a 100°C como a 120°C, la disminucion del poder
antioxidante de las cascaras estuvo acompafiada por la aparicion del poder antioxidante del agua
del hervor de los mismos (A100=122,0 + 32,8 y A120=218,4 £ 15,0 EAA/mI, respectivamente)
(Figura 23, Tablas 7 y 8). Este resultado sugiere que ocurre una migracion de antioxidantes
desde la cascara al agua (mas relevante en el tratamiento a 120°C), lo cual genera una reduccion

del poder antioxidante de la céscara hervida. En concordancia con nuestros hallazgos,
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Cordenunsi et al. (2004) encontraron que el contenido de catequina de la cascara de pifiones de
A. angustifolia disminuy0 y a su vez aumentd el mismo en el agua del hervor, lo que confirma
la migracion de estos compuestos. Una posible explicacion de este hecho podria ser que el
calentamiento genera la ruptura de la pared celular de las células que conforman la cascara y la
liberacion hacia el agua de los compuestos antioxidantes retenidos en las células. Esto es
coherente con los resultados que muestran mayor extraccion de antioxidantes con agua a 100°C
que a TA (Tablas 6 y 7). Por otro lado, los resultados también muestran que los antioxidantes
del pifion son resistentes al calentamiento (100°C o mayor temperatura), ya que los tostados
son horneados a 150°C durante 24 y 72 h para obtener harina y café, respectivamente. Esto
ampliaria su rango de aplicaciones, lo que justifica el detallado estudio que se realiz6 en esta

tesis.

FRAP: Poder Antioxidante (ug EAA/mg PS)
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Figura 22: Poder antioxidante de extractos obtenidos con agua a 100°C a partir de cascara total (CT),
fina (CF) y gruesa (CG) de pifiones frescos, hervidos y tostados; y del agua de hervor de los pifiones
hervidos. Los valores se expresan como media + DE de tres determinaciones realizadas por duplicado.

Valores expresados en ug EAA/mg PS: equivalentes acido ascorbico por mg de peso seco. Asteriscos
indican diferencias significativas con el mismo tejido de pifiones frescos (Tukey, p<0,05).
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51,9 mg EAA/ piiion fresco 46.7 mg EAA/ pion tostado

M Cascara fina m Cascara fina

B Cascara gruesa B Cascara gruesa

Pulpa Pulpa (harina)
38,7 mg EAA/ pindn hervido 100°C 34.8 mg EAA/ pindn hervido 120°C
B Cascara fina
B Cascara gruesa W Cascara total
Agua Pulpa
Pulpa Agua

Figura 23: Porcentaje de poder antioxidante de cada tejido con respecto al poder antioxidante de un pifién
fresco, tostado, hervido a 100°C y a 120°C completo. EAA/mg PS: equivalentes acido ascérbico por mg de
peso seco de un pifion

Con respecto a la pulpa de los pifiones, el mayor poder antioxidante fue hallado en los extractos
de pulpa de pifiones tostados, analizada como harina (HC y HA) y café (CC) (Figura 24). Sin
embargo, se observo la presencia de residuos de céscara fina en estas muestras, ya que ésta es
dificil de remover después del horneado y podria aportar entonces antioxidantes. Al realizar el
estudio comparativo de los demas extractos de pulpa se observo el mayor poder antioxidante
en los extractos de pulpa de pifiones frescos, obtenidos con agua a 100°C (PFC=1,41 + 0,09 ug
EAA/mg peso seco) (Figura 24); mientras que, el menor valor fue hallado en el extracto de la
pulpa de pifiones hervidos a 100°C, obtenido con agua a 100°C (P100), el cual presentd un
valor de 0,58 + 0,01 ug EAA/mg peso seco (Tabla 7, Figura 24). En este sentido, la pulpa de
pifiones hervidos no recibiria antioxidantes provenientes de la cascara durante el hervor, a
diferencia de lo que ha sido descrito en los pifiones de la especie A. angustifolia de Brasil
(Angélica Koehnlein et al. 2012). Por otro lado, el agua del hervor también podria tener la
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capacidad de extraer parte de los antioxidantes presentes en la pulpa, como se describe
anteriormente para la cascara. Mientras que, a 120°C, aunque se pierda poder antioxidante (0,82
+ 0,20 ug EAA/mg peso seco), la mayor ruptura de los tejidos de la cascara generaria, por un
lado mayor migracién hacia el agua y por el otro, mayor migracién hacia la pulpa que a 100°C
(Tabla 7).

Cuando se analizo por separado a los componentes de la pulpa del pifidn, se puede observar que
no hay diferencias significativas entre los extractos de embrion de pifiones frescos y hervidos,
aunque si las hay entre los extractos de endosperma (Figura 24). Ambos extractos de
endosperma elaborados a partir de pifiones frescos (en agua a TA: ENFA y en agua a 100°C:
ENFC; Tabla 6) presentaron mayor poder antioxidante que aquellos obtenidos a partir de
pifiones hervidos (en agua a TA: EN100A y en agua a 100°C: EN100C; Tabla 7). Con este
resultado, se puede decir que la disminucidén de la capacidad antioxidante de la pulpa luego del
hervor (1,41 vs. 0,58 ug EAA/mg PS; Figura 24), tendria una relacion directa con la pérdida de
la capacidad antioxidante del endosperma (sin afectar la del embrién) luego del hervor. Esto
podria deberse en parte a que el endosperma es la porcion mas externa de la pulpa y sus

antioxidantes podrian migrar mas hacia el agua del hervor.

FRAP: Poder antioxidante (ug EAA/mg PS)
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FRESCOS HERVIDOS HERVIDOS TOSTADOS
100°C 120 °C

Figura 24: Poder antioxidante medido por FRAP de extractos obtenidos a partir de un pifién completo,
de embrion (Emb), endosperma (End) y pulpa de pifiones frescos y hervidos a 100°C, y de pulpa de
pifiones hervidos a 120°C y tostados (harina y café). Los valores se expresan como media = DE de tres
determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados en ug EAA/mg PS: equivalentes acido
ascorbico por mg de peso seco. Asteriscos indican diferencias significativas con el mismo tejido de
pifiones frescos (Tukey, p<0,05).

Durante la recoleccion a campo, se pudo observar que en ciertos afios, como en el 2018, hubo

una cantidad importante de pifiones defectuosos y vacios, asi como un escaso numero de
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pifiones “normales” o viables. En esta especie, la produccion de semillas es irregular y varia de
afio a afio, dado que esta influenciada principalmente por las condiciones climéticas del
fendmeno de la Nifia (sequia), que favoreceria la polinizacion durante la floracién de los conos;
y el fenomeno del Nifio que perjudicaria este proceso por presentar una mayor cantidad de
[luvias (Sanguinetti 2014).

Bajo este contexto, fue interesante evaluar el poder antioxidante de estas semillas no viables,
que no son utilizadas por las industrias que elaborar productos con pifiones, pero que son
abundantes en los afios de baja polinizacion. Los pifiones defectuosos tienen menor longitud y
peso que los viables, presentan un endosperma subdesarrollado y un embrion de pequefio
tamafio, deshidratado y de color marron (Figura 25). Por su parte, los pifiones vacios s6lo
contienen las cubiertas externas sin endosperma ni embridn desarrollado. Al comparar ambos
materiales de descarte, se observa que los extractos elaborados a partir de pifiones vacios
tuvieron un poder antioxidante bajo; mientras que los elaborados a partir de pifiones defectuosos
frescos (PD100) tuvieron mayor poder antioxidante, aproximadamente la mitad que los de
cascaras total hervida (CT100C) (27,93 vs. 64 ug EAA/mg PS) (Tabla 6 y 7). Sin embargo, no
se observd diferencias significativas entre el contenido de antioxidantes en el agua del hervor a
100°C de los pifiones defectuosos (AD100) o de pifiones frescos (A100) (127 y 122 ug EAA/m,
respectivamente). Esto podria estar relacionado con un tejido de cubierta poco desarrollado,
con mayor migracién de antioxidantes al agua. Puesto que el agua del hervor contiene el 15%
del poder antioxidante del pifién (Figura 23), el hervor a 100°C de pifiones defectuosos podria
ser una alternativa sustentable para el aprovechamiento de los antioxidantes del pifidn, en los

afios que estos se producen en gran numero.

i £4 i
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Figura 25: Fotografia de A) pifion vad', B) pifion defectuoso y C) pifion viable.
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También se analizo el poder antioxidante de pulpas de pifiones en almibar. De acuerdo con la
hipétesis de que el color oscuro se debe a componentes transferidos desde la céscara, los
mismos fueron discriminados en oscuros y claros para conocer si su aspecto se debia a mayor
y menor contenido de antioxidantes, respectivamente. No se encontraron diferencias
significativas en el poder antioxidante entre los distintos extractos de pulpas de pifiones oscuros
y claros, por lo que la coloracion oscura no parece reflejar un mayor contenido de antioxidantes
(Tabla 10). Por otra parte, cuando se compararon con pulpas de pifiones hervidos, el poder
antioxidante es menor (alrededor de 0,4 vs. 0,58 0,01 ug EAA/mg PS), lo cual podria indicar
que parte de los antioxidantes de las pulpas es extraida por el almibar. Si bien se midié el poder
antioxidante del almibar para corroborar dicha hipétesis, al tratarse de un alimento preparado
con otros ingredientes como acido citrico y jengibre, los valores obtenidos no resultaron ser

concluyentes.

3.3.2.2. Poder antioxidante con técnica de DPPH

La actividad antioxidante del pifion fue medida también segln la capacidad para reducir al
radical DPPH. Los resultados hallados (Figura 26) demuestran que la cascara fina en todos los
tratamientos tuvo el mayor indice EA, lo que indica que a una baja concentracion y tiempo,
bajo 40% la absorbancia del radical DPPH. Los valores de EA de todos los extractos de cascara
fina fueron mayores a 0,83, valores significativamente mayores a los hallados para frutos rojos
(EA<O0,1) y la granada (EA=0,63) (Gramza et al. 2019). La actividad antioxidante medida con
la técnica de DPPH, fue significativamente menor luego de los tratamientos de coccion, al igual
que lo observado con la técnica de FRAP. La EA de los extractos obtenidos a partir de cascara
total, fina o gruesa de pifiones frescos fue significativamente mayor a los obtenidos a partir de
pifiones hervidos a 100°C, 120°C y tostados. Esto fue mas marcado para las cascaras gruesas
de pifiones hervidos a 100°C (EA= 0,04 para CG100), aunque la gran disminucion en los
valores hallados respecto de la cascaras gruesas de pifiones frescos (EA= 0,5 para CGF) no es
consistente con la baja actividad encontrada en el agua del hervor, la cual tendria antioxidantes
que derivan de la céscara gruesa. Esto podria estar relacionado al hecho de que esta técnica es
mas eficiente para antioxidantes de menor polaridad, por lo tanto, menos solubles en agua. Al
igual que lo observado por FRAP, el hervor a 120°C extrajo mayor cantidad de antioxidantes
(EA= 0,1 para A120) que a 100°C (EA= 0,033 para A100) (Figura 26). Como se menciona
antes, el agua del hervor ademaés de extraer antioxidantes, principalmente de la cascara, rompe
la estructura de los tejidos que la forman lo cual seria més eficiente a mayor temperatura. La

disminucion de la capacidad antioxidante de la cascara tostada, determinada por DPPH, fue
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mas pronunciada que la observada por FRAP (60% vs. 26%). Todos estos datos sugieren una
mayor termolabilidad de los antioxidantes solubles en etanol (solvente que utiliza la técnica con
DPPH) que de los antioxidantes solubles en agua (solvente que utiliza la técnica con FRAP).

Por otra parte, los extractos de pulpa no presentaron diferencias significativas segun el
tratamiento (Figura 27), lo cual también es consistente con los resultados hallados con el
método de FRAP. También se observaron valores bajos, comparados con los de las cascaras,
por lo que la EA fue calculada para una inhibicion del 20% de la absorbancia del DPPH (EA20).
Los valores de EA hallados en estos tejidos son similares a los de EA con 50% de inhibicién
de té verde (EA=0,0021) y té negro (EA=0,0028) (Gramza et al. 2005). El andlisis por separado
de los componentes de la pulpa de pifiones frescos, demostré que el embridn presenta mayor
EA que el endosperma, y que ésta se ve afectada significativamente cuando la extraccion es en
agua a 100°C (Figura 27). En este sentido, el mayor valor hallado corresponde al extracto de

embridn de pifiones frescos extraido con agua a TA (EA20=0,0027).

Método DPPH: 40% inhibicion
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Figura 26: Eficiencia anti-radical de extractos de cascara total de pifiones frescos (CTFC y CTFA), hervidos
a100°C (CT100Cy CT100A), hervidos a 120°C (CT120) y tostados (CTT), de cascara finay gruesa de pi

Todos los extractos fueron obtenidos a 100°C, excepto los denominados con siglas terminadas en A (obt
con agua a T° ambiente).Los valores se expresan como media = DE de dos determinaciones realizad
duplicado. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Método DPPH: 20% de inhibicion
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Figura 27: Eficiencia anti-radical de extractos obtenidos con agua a 100°C de pulpa de pifiones frescos
(PFC), hervidos a 100°C (P100) y tostados (harina, HC); y de extractos obtenidos con agua al00°Cy
a temperatura ambiente a partir de embrion (EMFC y EMFA) y endosperma (ENFC y ENFA) de
pifiones frescos. Los valores se expresan como media £ DE; de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Diferentes letras indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

3.3.2.3. Contenido de fenoles y flavonoides

Como ocurre en muchos extractos vegetales, el contenido de fenoles esta altamente relacionado
con la actividad antioxidante. En este sentido, la cascara de los pifiones frescos o bajo cualquier
tratamiento térmico provee mayor cantidad de compuestos fenélicos que la pulpa. Dentro de
los tejidos de cascara analizados, se observa que en todos los casos la cascara fina presenta un
contenido significativamente mayor de polifenoles que la cascara gruesa (Figura 28) y aunque
sea un tejido minoritario en la cubierta del pifidn, aporta el 26% de los fenoles de la cascara. En
relacién con esto, se hallé un leve aumento, no significativo, en el contenido fendlico de la
pulpa hervida con respecto al control (1,14 vs. 0,81 ug EAG/mg PS), lo cual sugiere que podria
haber una minima migracion de fenoles desde la céascara fina a la pulpa (Figura 28). Sin
embargo, en el caso de los pifiones hervidos, los resultados indican que parte de los fenoles de
la cascara gruesa migrarian al agua del hervor. Puesto que una gran proporcion de taninos son
compuestos termolabiles (taninos hidrolizables) y que pequefios compuestos fendlicos pueden
producirse por su degradacion/hidrolisis, la migracion de estos compuestos podria explicar en
parte la disminucion del contenido fenolico en la cascara gruesa y su aparicion en el agua. Asi,
la disminucién del contenido de fenoles en la cascara gruesa, después del hervor, es
parcialmente recuperada en el agua del hervor, lo cual sugiere nuevamente, migracién de
antioxidantes desde la cubierta exterior (cascara gruesa) hacia el agua. En relaciéon con la
termolabilidad de estos compuestos, se observd que el contenido de fenoles de céscara total
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(expresado como pug EAG/mg) disminuyd un 16% y 36% después del hervor y también del
horneado, respectivamente, con respecto al control (Figura 28). Estos resultados concuerdan
con la disminucion en el contenido de fenoles hallada en otros vegetales después de cocinarlos
(Zhao et al. 2019, Rashmi et al. 2020). A pesar de este hecho, los residuos de pifiones frescos
(28,7 ug EAG/mg PS de céscara total) y los de pifiones cocidos (23,8 ug y 17,9 ug EAG/mg
PS de céscara total hervida y tostada, respectivamente) se pueden considerar como una fuente
relevante para la obtencion de fenoles. Incluso, su contenido es mayor que el de algunos frutos
rojos argentinos, considerados ricos es antioxidantes como: Luma chequen o chequén, Ugni
molinae o murta, Amomyrtus meli o meli y Luma apiculata o arrayan (5,11; 9,24; 17,52 y 27,61
Mg EAG/mg PS, respectivamente) (Brito et al. 2014).

%0 Fenoles totales (ug EAG/mg PS)
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Figura 28: Contenido de fenoles totales de extractos de pulpa (P), cascara total (CT), cascara fina (CF) y
cascara gruesa (CG) de pifiones frescos, hervidos a 100°C, hervidos a 120°C y tostados; y de agua de pifiones
hervidos a ambas temperaturas. Todos los extractos fueron obtenidos con agua a 100°C. Los valores se
expresan como media = DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados en pg
EAG/mg PS: equivalentes acido galico por mg de peso seco. Asteriscos indican diferencias significativas por
el test de Tukey respecto al mismo tejido de pifiones frescos (p<0,05).

Por otro lado, se observé que la proporcion del aporte fenolico de la cascara gruesa respecto del
aporte de la cascara fina al contenido fendlico total de las semillas frescas es de 2,6:1 (Figura
29). Esta proporcion parece no estar directamente relacionada con el poder antioxidante. En la

Figura 23, en pifiones frescos, se muestra que el aporte relativo de la cascara gruesa y cascara
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fina al poder antioxidante de la semilla es 1:1,3, respectivamente. Esta discordancia en las
proporciones sugiere la presencia de otros compuestos antioxidantes, no fendlicos, presentes en

la cascara de pifién, que contribuyen a su alta capacidad antioxidante.

Fenoles (16,7 + 1,4 mg EAG/cascara Fenoles (10,7 + 1,4 mg EAG/céascara
fresca) tostada)

m Céscara gruesa m Cascara fina

m Cascara fina m Céscara gruesa

Fenoles (13,5 + 1,3 mg EAG/cascara Fenoles (10,1+1,1
hervida 100°C) mg EAG/cascara hervida 120°C)

e A )
Cascara fina m Céscara total

m Céscara gruesa = Agua

m Agua

Figura 29: Proporcion de fenoles hallados en cascaras de pifiones frescos, tostados y hervidos, y en agua
de pifiones hervidos. EAG: equivalentes de acido galico por mg de peso seco de cascara.

En concordancia con los resultados anteriores, la cascara presentd la mayor proporcion de
flavonoides de la semilla; y dentro de ella, la c&scara fina tuvo mayor contenido de flavonoides
que la cascara gruesa (Figura 30). Asi mismo, ambas cascaras perdieron flavonoides en una
proporcién similar después de la coccion (cerca del 40%; Figura 30); excepto para las cascaras
de los pifiones hervidos en los que adicionalmente se perdié un 9% mas, probablemente debido
a la migracidn de los mismos desde este tejido hacia el agua, lo cual sugiere que la pérdida del
contenido de flavonoides de las cascaras estaria mas relacionada a su termolabilidad que a la
migracion.

Al igual que con el contenido de fenoles, la parte no comestible (descartada como residuo) de
pifiones frescos, hervidos y tostados presentd mayor contenido de flavonoides (123,8; 79,5 y
70,1 pg EQ/mg PS, respectivamente) que los frutos de las especies argentinas mencionadas
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anteriormente Luma chequen o chequén, Ugni molinae o murta, Amomyrtus meli o meli y Luma
apiculata o arrayan (2,57; 5,54; 11,76 y 12,8 ug EQ/mg PS, respectivamente)(Brito et al. 2014).

Flavonoides totales (ug EQ/mg PS)
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Figura 30: Contenido de flavonoides de extractos de cascara total (CT), cascara gruesa (CG),
cascara fina (CF) de pifiones frescos, hervidos a 100°C y 120°C y tostados, y de agua de
pifiones hervidos. Todos los extractos fueron obtenidos con agua a 100°C. Los valores se
expresan como media £ DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores
expresados en ug EQ/mg PS: equivalentes quercetina por mg de peso seco. Letras distintas
indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

3.3.2.4. Analisis de toxicidad de extractos de pifion

Con el objetivo de conocer si existe un efecto citotoxico de los extractos de tejidos comestibles
y no comestibles de pifiones frescos, se realizd un test de citotoxicidad aguda que consistio en
la medicién de la viabilidad celular en células VERO y MCF-7 expuestas durante 2 horas a
extractos de embridn, endosperma, cascara fina, cascara gruesa y cascara total. Se encontrd que
los extractos acuosos de embrion y endosperma no afectaron la viabilidad celular tanto en
VERO como en MCF-7 (Figuras 31 y 32). Estos resultados concuerdan con los usos
medicinales y nutricionales histéricos de dichos tejidos por las comunidades regionales;
principalmente porque toda la semilla es procesada para obtener alimentos y medicinas. Por
otra parte, la cascara que usualmente es descartada después del procesado del pifidn, es la
primera vez que es evaluada en cuanto a su efecto sobre la viabilidad celular. Tampoco se
observaron efectos citotoxicos de los extractos de la cascara, tanto en VERO como en MCF-7.
Estos resultados sugieren que los residuos de la industria del pifion podrian ser una fuente de
antioxidantes apropiados para su uso como nutracéuticos. Aungue esta hipotesis deberia ser

confirmada con estudios toxicoldgicos mas completos.

60



Citotoxicidad sobre células VERO

~ 120

S

g 110

E EMFA
(b3

5 100 EMFC
S ENFA
5 % —e—ENFC
s 80 —e—CTFA
= 70

8

S 60

0 100 200 300 400 500

Concentracion de extracto (ug EAA/mg PS)

Figura 31: Porcentaje de viabilidad de células VERO a distintas concentraciones
de extractos de embrién (EMF), endosperma (ENF) y cascara total (CTF) de
pifiones frescos. Extractos obtenidos con agua a temperatura ambiente (terminacion
de la sigla en A) y a 100°C (terminacion de la sigla en C). EAA: equivalentes de
acido ascorbico por mg de peso seco.
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Figura 32: Porcentaje de viabilidad de células MCF-7 expuestas a 200 ug EAA/mg
PS de extractos obtenidos a 100°C de cascara total (CTFC), cascara fina (CFFC),
cascara gruesa (CGFC), embrion (EMFC) y endosperma (ENFC) de pifiones
frescos.

3.3.3. Callos de células de pifion obtenidos in vitro

3.3.3.1. Seleccion de callos
El crecimiento de callos de A. araucana se observo en la zona del eje embrionario del embridn,

tanto en las rodajas de pifiones (Figura 33 A) como en los embriones enteros cultivados (Figura
33 B). No se observo formacion de callos en los cotiledones ni en el endosperma. Las mejores
condiciones en las que se indujeron callos en los pifiones fueron en medio MS suplementado

con 1 mg/l de acido naftalenacético (NAA) y 1,5 mg/l bencilaminopurina (BAP) y cultivados
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en luz, con un 57,1% de formacién de callos; mientras que en oscuridad el porcentaje de
formacion fue significativamente menor (38%) (Tabla 11). Por otra parte, se detectdé una
disminucion significativa en formacion de callos cuando se afiadio acido giberélico (AG) a la
mejor condicion de induccidn, tanto con luz como en oscuridad (44 y 33%, respectivamente).
Por su parte, el medio suplementado con 1 mg/l de NAA y 2 mg/l BAP en condiciones de
oscuridad mostrdé un porcentaje de formacion del 25% (Tabla 11). Los callos con mayor
biomasa (callos > 1 cm de diametro luego de 70 dias post-induccion) fueron seleccionados para
proseguir con la extraccion y analisis de antioxidantes. Los medios suplementados con 2 mg/I
de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 1 mg/l de BAP, y 1 mg/l de NAA 'y 2 mg/l BAP en
condiciones de luz mostraron muy bajo porcentaje de induccion de callo, por lo que no se

tomaron en cuenta para las determinaciones de antioxidantes.

Figura 33: Callos obtenidos a partir de pifiones frescos: A) rodajas de pifion con formacion de callo en
la zona del eje embrionario, B) embriones completos con callos formados en el eje embrionario y C)
detalle de un callo de 45 dias.

Tabla 11: Porcentaje de formacién de callos de embrién de pifién en aquellos medios en los
gue se obtuvo un minimo de 25% de formacion

Condiciones de cultivo % de formacion
L; BAP 1,5mg/l; NAA 1mg/l 57+6,0 (a)

L; BAP 1,5mg/l; NAA 1mg/l; AG 0,5mg/l 44 + 3,0 (b)

L; BAP 2mg/l; NAA 1mg/| 15 + 1,5 (d)

O; BAP 1mg/l 33+3,1(c)

O; BAP 1,5mg/l; NAA 1mg/I 38 5,2 (b,c)
O; BAP 1,5mg/l; NAA 1mg/l; AG 0,5mg/I 33+£4,0(c)

O; BAP 2mg/l; NAA 1mg/l 25+ 3,1 (c,d)

Los valores representan la media = DE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. L: luz, O:
oscuridad. NAA: é&cido naftalenacético, BAP: bencilaminopurina, AG: é&cido giberélico, 2,4-D: &cido 2,4-
diclorofenoxiacético. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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3.3.3.2. Poder antioxidante con técnicas de FRAP y DPPH

Se analizé el poder antioxidante de los callos obtenidos en medios seleccionados por su mayor
produccién de biomasa. Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en la
capacidad antioxidante entre extractos de los callos obtenidos con iluminacion, con 1,5 mg/I
BAP y 1 mg/l NAA con y sin 0,5 mg/l AG (Tabla 12). Los callos obtenidos con estos
tratamientos tuvieron aproximadamente 10 pg EAA/mg PS, al igual que aquellos obtenidos en
oscuridad con 1 mg/l BAP o con 1,5 mg/l BAP y 1 mg/l NAA (Tabla 12). Mientras que los
callos obtenidos en el medio con 1,5 mg/l BAP, 1 mg/l NAA y 0,5 mg/l AG tuvieron un poder
antioxidante significativamente menor (3,33 ug EAA/mg PS). En comparacion con la actividad
antioxidante hallada en el embridn de pifiones frescos (1,80 ug EAA/mg PS), los callos tuvieron
un valor de poder antioxidante cinco veces mayor. Incluso la condicion menos favorable de
crecimiento (L; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l, AG 0,5 mg/l), resultd en un valor de poder
antioxidante significativamente superior al obtenido del embrién fresco. Estos resultados
concuerdan con la afirmacion de que el cultivo de células vegetales es una metodologia que
puede ser muy eficiente para la obtencion de antioxidantes comparada con la recoleccion de
material vegetal de la naturaleza (Efferth 2019).

En cuanto al indice de EA calculado a partir de los extractos de callos de pifion, éste concuerda
con la actividad antioxidante medida con la técnica de FRAP. Los extractos obtenidos de callos
cultivados en medio MS con 1,5 mg BAP y 1 mg/l NAA con iluminacion tuvieron una
significativamente mayor EA (Tabla 12). Aquellos callos cultivados con medio con AG tanto
con luz como en oscuridad mostraron una alta EA sin diferencias significativas entre si. La
menor EA fue hallada en aquellos extractos de callos que crecieron en un medio suplementado
con 2 mg/l BAP y 1 mg/l NAA. Es importante destacar que, en concordancia con los valores
determinados por la técnica FRAP, los callos presentaron valores del indice muy superiores
(EA>0,066;, EC40%) a los hallados en los extractos de embriones de pifiones frescos
(EA=0,002; EC20%). Por lo cual se reafirma la utilidad del cultivo in vitro a partir de células

de pifiones como una valiosa fuente de antioxidantes naturales.
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Tabla 12: Poder antioxidante medido por la técnica de FRAP y Eficiencia anti-radical de extractos
obtenidos a partir de callos de pifion

Emgé‘;%) EA (40% inhibicion)
L; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/| 10,50 £ 2,10 (a) 0,133+0,001 (a)
L; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l; AG05mg/l 10,17 + 1,80 (a) 0,110+0,012 (ab)
L; BAP 2 mg/l; NAA 1 mg/I sd sd
O; BAP 1 mg/l 9,50 £ 1,20 (a) 0,092+0,008 (b)
O; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/I 8,50 + 0,90 (a) 0,083+0,009 (b)
O; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l; AG 0,5 mg/l 3,33+ 1,30 (b) 0,119+0,011 (a)
O; BAP 2 mg/l; NAA 1 mg/l 5,50 + 1,10 (b) 0,066+0,007 (c)

Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados en pg
EAA/mg PS: equivalentes acido ascérbico por mg de peso seco y EA: eficiencia anti-radical. L: luz, O: oscuridad. NAA:
4cido naftalenacético, BAP: bencilaminopurina, AG: &cido giberélico, 2,4-D: &cido 2,4-diclorofenoxiacético. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey, p <0,05).

3.3.3.3. Contenido de fenoles y flavonoides

Los extractos de callos formados en el eje embrionario presentaron valores significativamente
mayores de contenido de fenoles que los extractos de embridn de pifiones frescos. El extracto
de embridn de pifiones frescos en agua a TA present6 un valor de 0,67 ug EAG/mg PS, mientras
que los extractos de los callos mostraron entre 5,83 y 14,33 pg EAG/mg PS, con el mayor valor
obtenido en los extractos de callos cultivados en el medio O; BAP2; NAAL (Tabla 13). Estos
resultados pueden deberse a la existencia de mayor contenido de fenoles en el eje embrionario
(a partir del cual se formaron los callos) comparado con los cotiledones; como se ha reportado
en otras semillas (Pukacka y Ratajczak 2007; Sreerama et al. 2010). La presencia de fenoles en
el eje embrionario ha sido relacionada estrechamente con la viabilidad de la semilla, por su
papel como agentes antioxidantes y anti-radicales que previenen el envejecimiento seminal
(Corso et al. 2020). Por otra parte, es conocido que la luz es un factor fisico que estimula la
biosintesis in vivo e in vitro de metabolitos secundarios, que incluyen los compuestos fendlicos.
Sin embargo, el contenido de fenoles y la actividad antioxidante de los cultivos celulares varia
ampliamente segun la especie, la longitud de onda de la luz y el tipo de cultivo (Khurshid et al.
2020). En concordancia con Arias et al. (2016), los cultivos de embriones de pifién que
crecieron en ausencia de luz presentaron mayor contenido de fenoles y actividad antioxidante
comparados con aquellos que crecieron en presencia de luz (Tabla 13). Por otro lado, en algunos
casos, estos callos también mostraron un contenido significativamente mayor de flavonoides,
que aquellos expuestos a la luz. Aunque, a diferencia de lo observado para fenoles, el contenido
de flavonoides de la mayoria de los extractos de callos fue menor que el del embrién (11,47 vs.
16,23 pg EQ/mg PS), excepto en el caso del extracto del tratamiento O; BAP 1,5 mg/l; NAA 1
mg/l (23,17 ug EQ/mg PS).
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Tabla 13: Contenido de fenoles y flavonoides de callos de pifién

Fenoles (g Flavonoides (ug

EAG/mg PS) EQ/mg PS)
L; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l 9,67+1,44(b) 12,00+1,85 (b)
L; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l; AG 0,5 mg/I 9,33+£1,15(b) 12,17 £2,10 (b)
L; BAP 2 mg/l; NAA 1 mg/l sd sd
O; BAP 1 mg/l 6,50 £0,76 (c) 6,50 £0,90 (c)
O; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l 9,00+1,12 (b) 23,17 £3,15(a)
O; BAP 1,5 mg/l; NAA 1 mg/l; AG 0,5 mg/l 583+0,65(c) 15,50+1,64 (b)
O; BAP 2 mg/l; NAA 1 mg/l 14,33 £2,15 (a) 8,50 +1,10 (c)

Los valores representan el promedio £ DE de dos determinaciones realizadas por duplicado. Valores expresados en g
EAG/mg PS: equivalentes acido galico y EQ/mg PS: equivalentes quercetina, por mg de peso seco. sd: sin datos. L: luz, O:
oscuridad. NAA: 4&cido naftalenacético, BAP: bencilaminopurina, AG: é&cido giberélico, 2,4-D: é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p <0,05).

Todos estos resultados sugieren que el gran poder antioxidante de los callos, comparado con
el de embriones, podria estar relacionado con una alta sintesis de compuestos fendlicos en
condiciones in vitro. lo cual sugiere que la combinacion de 1,5 mg/l de la citoquinina BAP y
1 mg/1 de la auxina NAA promovio la proliferacion in vitro de células embrionarias de pifion
y estimul6 fuertemente la via fenilpropanoide, responsable de la sintesis de los compuestos
fendlicos (Dong y Lin 2021). Sin embargo, el contenido de flavonoides disminuy6
significativamente con respecto al valor hallado en embrion, principalmente en condiciones
de crecimiento en presencia de luz. Por tanto, la via de sintesis de los flavonoides, que deriva
de la via fenilpropanoide, estaria disminuida, tal como se observa en otros cultivos (Ibrahim

et al. 2018).

3.3.3.4. Analisis de toxicidad de extractos de callo de pifion

En estos ensayos, se encontrd que los callos crecidos en el medio elegido como 6ptimo, de
acuerdo con la produccion de biomasa y capacidad antioxidante (Medio MS con 1,5 mg/l BAP
y 1 mg/l NAA en oscuridad), no disminuy6 la viabilidad celular de células VERO y MCF-7
con respecto al control en ninguna de las concentraciones evaluadas luego de 2 h de incubacion
(Figura 34). Los resultados concuerdan con la nula toxicidad de los extractos de embridn en
ambos tipos celulares, por lo que el cultivo in vitro de células embrionarias de pifién no
induciria la sintesis de compuestos toxicos. Estas observaciones son coherentes con el uso
nutricional y medicinal que histéricamente han hecho las comunidades regionales del pifion
(Ladio y Lozada 2009) y con otros trabajos sobre efectos citoprotectores de extractos ricos en
polifenoles de especies del género Araucaria (Aslam et al. 2013; Souza et al. 2014; Branco et
al. 2015; Devi et al. 2015).
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Figura 34: Porcentaje de viabilidad de células VERO y MCF-7 a distintas
concentraciones de extracto de callo de pifion. EAA/mg PS: equivalentes de &cido
ascorbico por mg de peso seco.

3.4. Conclusiones

Este trabajo aporta nuevos conocimientos sobre especies nativas de la Provincia Fitogeografica
del Monte utilizadas con fines medicinales. Los estudios realizados para determinar la actividad
antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides y la citotoxicidad de extractos obtenidos a
partir de tejidos de especies vegetales autdctonas cosechados en la época primavera-estival,
contribuyen al conocimiento de las propiedades y potencial uso nutracéutico de la flora
norpatagdnica. En comparacién con otros macerados e infusiones de uso regional, algunos de
los extractos analizados presentaron valores mayores en el contenido de antioxidantes y no
presentaron citotoxicidad en las concentraciones evaluadas. Por otro lado, aunque se encontro
actividad antioxidante en los extractos obtenidos de la especie G. chiloensis, estos extractos
tuvieron un marcado efecto citotdxico. Estas observaciones confirman la necesidad de realizar
estudios cientificos que revelen la composicion de los fitopreparados y descarten posibles
efectos toxicos de los mismos, aunque se trate de una planta con una larga historia de uso
etnomedicinal.

Entre los materiales estudiados, los pifiones, semillas comestibles del Pehuén (A. araucana),
son uno de los alimentos con usos curativos (medicinal y religioso) mas emblematicos de la
Patagonia Norte. Sin embargo, practicamente no existen estudios que fundamentes estos usos.
Este es el primer estudio que determina el nivel de antioxidantes y compuestos fendlicos
derivados de distintos tejidos del pifion. Al realizar el estudio exhaustivo de la capacidad

antioxidante y el contenido de polifenoles de pifiones, tanto de su porcién comestible, como de
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las cascaras que normalmente son descartadas por pobladores o por la industria de alimentos de
pifidn, se encontrd actividad antioxidante en todos los tejidos analizados y se comprob6 que los
mismos no presentan citotoxicidad. Ademas, por tratarse de una especie protegida, con baja
capacidad de regeneracion poblacional, se considero que el uso de esta semilla para la obtencion
de antioxidantes podria aumentar su vulnerabilidad. Para asegurar la produccion de
antioxidantes propios de la fraccion comestible del pifion, sin comprometer a las poblaciones
naturales, se optimizaron las condiciones de cultivo in vitro de sus células. La produccion in
vitro es una herramienta biotecnoldgica que podria prevenir la sobreexplotacién, permitiendo
obtener los antioxidantes de la fraccion comestible de una manera amigable tanto con el medio
ambiente como con las actividades industriales, turisticas y ancestrales de la region. El analisis
de los callos de células cultivados a partir de embriones de pifidn demuestra que es posible
obtener metabolitos secundarios antioxidantes in vitro a partir de células desdiferenciadas y que
dicho método mejora la actividad antioxidante y la concentracion de compuestos fenolicos en
comparacion con el tejido extraido directamente a partir de la semilla. Es interesante sefialar
que los extractos a partir de residuos de la industria del pifion resultan ser una fuente muy
importante de antioxidantes, principalmente el extracto de céscara fina que presenta los
mayores niveles de fenoles y flavonoides. Asimismo, resulta relevante que ningun tejido de
pifion presenta toxicidad in vitro en las lineas celulares evaluadas.

Dados los cuatro recursos utilizados, hojas y tallos de especies nativas recolectadas a campo,
pifiones o las células obtenidas in vitro a partir de sus embriones, asi como los residuos de la
industria del pifion, y de acuerdo a los valores de poder antioxidante hallados, el contenido de
fenoles, la falta de toxicidad observada, el potencial de estos recursos como fuente novedosa de
antioxidantes naturales, la demanda industrial (alimenticia y farmacoldgica principalmente) de
los mismos y la tendencia mundial de disponer de métodos de produccién sustentables, se
concluye que la cascara del pifion, un tejido descartado como residuo, seria un recurso regional
desaprovechado que por su alta disponibilidad y bajo costo seria una importante fuente de
metabolitos de alto valor antioxidante.

Por estos motivos, se decidio profundizar en el estudio de la cascara de pifion para avanzar en
el conocimiento de su actividad biol6gica y quimica, en miras de un uso potencial como fuente

de antioxidantes naturales.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION QUIMICA DEL EXTRACTO DE
CASCARA DE PINON Y PURIFICACION DE FRACCIONES
BIOACTIVAS
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4.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las semillas de Pehuén se han utilizado para la alimentacién y con fines medicinales y
religiosos desde la antigiiedad. Hoy en dia los pifiones también tienen un gran valor para el
turismo gastrondmico en algunas localidades patagonicas. En Villa Pehuenia en la Provincia de
Neuquén, por ejemplo, la incorporacion del pifion como recurso turistico comenzé a utilizarse
como valor afiadido para el destino a través de la “costanera gastronémica”. De esta forma,
durante todo el afio, el turista puede degustar el pifién en las comidas como un complemento de
la visita a la localidad. A su vez, se puede distinguir la gastronomia a base de pifibn como
producto per se, en el caso del Festival del Chef (Cassani 2013). Los pifiones se utilizan para la
produccién de productos como harina, pan, bebidas, conservas, platos gourmet entre otros
(Sedrez dos Reis et al. 2014). Como subproducto de la preparacion de alimentos, la cascara del
pifion (que constituye el 30 % del peso de la semilla) es desechada y tarda un tiempo
considerable en descomponerse. Segun datos publicados, en Argentina y Chile se cosechan
anualmente aproximadamente 90 kg/ha y 273 kg/ha de pifiones, respectivamente (Taha et al.
2010; Sanguinetti 2014), por lo que se pueden generar mas de 25 kg/ha de desecho. La cascara
de estos pifiones se caracteriza por tener dos capas: una interna, color rojiza, adherida a la parte
comestible (cascara fina) y una externa, marron-rojiza muy resistente (cascara gruesa); que por
su coloracién y sabor astringente dan cuenta de la presencia de compuestos fendlicos como
taninos, por ejemplo. Los resultados mostrados en el Capitulo 3 confirman esta apreciacion, asi
como su alto poder antioxidante. Este constituye el primer estudio de la cascara del pifidén de A.
araucana, ya que, hasta la fecha, solo existen estudios de las caracteristicas, propiedades y usos
de los pifiones de A. angustifolia, una especie similar distribuida en el sur de Brasil y norte de
Argentina, que ha sido descripta como un recurso rico en compuestos fendlicos y con capacidad
antioxidante (Angélica Koehnlein et al. 2012; Souza et al. 2014). Cordenunsi et al. (2004)
compararon el contenido de polifenoles y flavonoides en la cascara interna y externa de pifiones
de A. angustifolia frescos y cocidos. Da Silva et al. (2019) identificaron 8 compuestos en el
extracto elaborado a partir del agua del hervor de semillas de A. angustifolia: 3 cidos fendlicos
(&cido protocatéquico, acido ferulico hexdésido, y acido 3,5-O-dicafeilquinico), 4 flavonoides
(catequina, epicatequina, dimero epicatequina tipo B y hexoxido eriodictiol), y un &cido
organico (acido quinico). El acido quinico también fue identificado en extractos etandlicos de
hojas y tallos de A. cunninghami, otra especie del mismo género (Chen et al. 2011). Por su

parte, De Freitas et al. (2018) identificaron trece compuestos fendlicos en el agua de coccion
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de pifiones de A. angustifolia, dentro de los cuales diez de ellos corresponden a
proantocianidinas (derivados de catequina y epicatequina), dos acidos fendlicos (derivados de
acido feralico y procatéquico), un flavonol (quercetina 3-O-glucésido) y una flavanona
(hexoxido eriodictiol).

Los taninos pertenecen a la familia de los flavonoides y son polimeros polifendlicos solubles
en agua, de alto peso molecular. La presencia de un gran numero de grupos hidroxilo fenolicos
les brinda la capacidad de formar complejos principalmente con las proteinas. Los taninos se
dividen en dos grupos: hidrolizables y condensados (también conocidos como
proantocianidinas). En particular, la presencia de los taninos condensados ha comenzado a ser
investigada en diversas especies vegetales debido a la amplia evidencia que asocia dichos
compuestos con beneficios potenciales en salud y también en otras areas como la vitivinicultura
o el tratamiento de efluentes (Rajasekaran et al. 2021; Paissoni et al. 2022; Tomasi et al. 2022).
La composicion de taninos en la cascara del pifion de A. araucana no ha sido investigada hasta
la actualidad a pesar de que ha sido descripta en otras especies del mismo género, en las cuales
estos compuestos constituyen un porcentaje alto dentro de la composicion de fenoles en los
tejidos de la cascara y presentan numerosas actividades bioldgicas. Por ejemplo, los taninos
extraidos de céscara de pifiones de A. angustifolia, formados principalmente por procianidinas,
son inhibidores efectivos de la enzima a-amilasa salival humana y porcina pancreatica, como
asi también efectivos para disminuir la glucemia durante el periodo postprandial en ratas (da
Silva et al. 2014). Por otro lado, se ha explorado la utilizacion de extractos de estas cascaras
ricos en taninos en formulaciones cosméticas, especialmente, productos ‘“antiage” con alto
contenido de antioxidantes (Mota et al. 2014).

La misma situacién se da con respecto a la composicién elemental del pifién de A. araucana,
gue no ha sido estudiada; si bien si lo ha sido en pifiones de la especie A. angustifolia. En pulpa
de pifiones de diferentes poblaciones de A. angustifolia se ha encontrado que los elementos C,
K, N y P son los cuatro principales nutrientes, mientras que los micronutrientes que se
encontraron en mayor concentracion fueron Fe y Zn, y en menor concentracion Mo y Ni
(Barbosa et al. 2019). Por otra parte, otros autores mediante analisis con espectrometria de rayos
X hallaron K, Fe, Cu, Zn, Rb, Cay P en pulpa y cascara, mientras que Sr'y Mg so6lo en la cascara
de pifiones de esta misma especie (Zacarias Herrera et al. 2019).

Ha quedado demostrado a partir de los resultados obtenidos en esta tesis y descriptos en el
capitulo anterior que los extractos de la cascara de pifiones de A. araucana presentan un gran
poder antioxidante y elevado contenido de fenoles. Por lo tanto, se analizaron los principales

componentes potencialmente responsables de sus propiedades antioxidantes y nutritivas.
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4.1.1. Hipétesis
Los extractos de cascara de pifion representan una fuente de alto valor nutricional, con una gran
proporcion de taninos y compuestos fendlicos con actividad antioxidante que pueden ser

obtenidos en fracciones enriquecidas mediante procesos amigables con el medioambiente.

4.1.2. Objetivo
Caracterizar quimicamente el extracto de cascara de pifibn en cuanto a su composicion
nutricional, el contenido de taninos y la composicion de compuestos fenolicos; y purificar

fracciones con alto poder antioxidante.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Reactivos quimicos

Los estandares utilizados de &cido gélico, catequina, acido clorogénico, &cido cafeico, acido p-
cumarico, acido ferulico, rutina, &cido tanico y quercetina se adquirieron de Sigma-Aldrich,
Chemical Co, St. Saint Louis, MO, EEUU. El 4cido fosférico 85% (grado HPLC) y el metanol
fueron adquiridos de Sintorgan, Buenos Aires, Argentina. Los estandares kuromanina (>95%),
delfinidina, (-)-epicatequina (>99%) y resveratrol (>98%) fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology (California, EUA), mientras que el acido elagico de LGC Standars, (Teddington,
Reino Unido). Los solventes de calidad analitica y el carbén activado fueron obtenidos de
Sintorgan. La albimina sérica bovina (ASB) fue adquirida de Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EEUU.

4.2.2. Cuantificacion de taninos

El método para cuantificar el contenido de taninos del extracto de cascara total de pifion (CTFC,
ver obtencion del extracto en seccion 3.2.3.2.1. Pifiones frescos) se basé en la propiedad de los
taninos de interaccionar y precipitar proteinas (Ricco et al. 2015). El ensayo consta de tres
etapas y utiliza el procedimiento de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de fenoles
(descripto en la seccion 3.2.5. Determinacion de fenoles totales): en la primera etapa, se realizé
la determinacion del contenido de fenoles totales (CFT) del extracto; en la segunda, se
removieron los taninos mediante su precipitacion con una solucién de albimina sérica bovina
(ASB) y se determind el contenido de fenoles residuales (CFR); y en el tercer paso, se calculo
por diferencia el contenido de taninos (CT). Para la remocion de los taninos, se mezclaron 0,5
ml de extracto con 0,5 ml de solucién ASB en buffer acetato (acetato de sodio 0,2 M, pH 5;
cloruro de sodio 0,17 My 1,0 mg/ml de ASB) y se dejé descansar la mezcla durante 15 minutos
a TA. Luego se centrifugd 15 minutos a 3000 rpm y se separ0 el sobrenadante. El Gltimo paso
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consistié en determinar el contenido de fenoles en ese sobrenadante (CFR).
Para obtener el valor de contenido de taninos totales se realizo la diferencia entre el valor de

polifenoles obtenido antes y después de la precipitacion con ASB.

CT=CFT-CFR
El contenido de taninos se expresdé como equivalentes de acido galico (EAG, g acido galico /

mg material seco).

4.2.3. Analisis multielemental por fluorescencia de rayos X de dispersion de energia (EDXRF)
El andlisis de la composicion elemental mediante EDXRF, por ser no destructiva (permite
analisis posteriores y la obtencidn de los extractos) y multielemental (numerosos elementos
determinados en un solo analisis), esta técnica fue ensayada a fin de determinar la composicion
elemental de todos los tejidos del pifion. Para estas determinaciones se utiliz un sistema de
mesada con control tactil S2 Ranger (Bruker AXS GmbH, Alemania) con un tubo de rayos X
Pd y un detector de desviacion XFlash® Silicon (SDD) disponible en el Instituto de Diagndstico
Ambiental y Estudios del Agua — IDAEA-CSIC, Barcelona, Espafia, mediante convenio de
colaboracidn cientifica con el Dr. Ignasi Queralt. Para la preparacion de las muestras, se siguio
el protocolo utilizado por Gallardo et al. (2016). ElI material vegetal fue lavado con agua
destilada y secado a 40°C hasta que alcanz6 un peso constante. Luego, fue molido con un
molinillo hasta llegar a un polvo fino. Para la preparacién de las pastillas, se pesaron 5 g de
polvo en un molde de 13,5 mm de didmetro y se comprimieron en una prensa neumatica durante
60 segundos con una presion de 5 Torr hasta obtener una pastilla compacta.

Los datos del espectro de emision fueron obtenidos a 4 voltajes diferentes (10, 20, 40 y 50 KV)
para excitar apropiadamente diferentes elementos y determinar la composicion elemental desde
el elemento sodio (n=11) hasta el plomo (n=82). La evaluacion del espectro de EDXRF vy el
calculo de las concentraciones de los elementos fueron efectuados con el software suministrado
por el equipo. La configuracion del equipo vy las curvas de calibracion fueron establecidas con
un conjunto de 14 materiales vegetales certificados de referencia, de acuerdo a Gallardo et al.
(2016). Cada muestra fue medida tres veces, y se calculo el promedio y el desvio estandar para

cada elemento.

4.2.4. Protocolo de purificacion de las fracciones activas

A partir del anélisis realizado y sobre la base del poder antioxidante, contenido de polifenoles
y flavonoides, el perfil multielemental y la citotoxicidad se obtuvieron nuevamente extractos
provenientes de la cascara de pifion: cascara total de pifiones hervidos (CHT) y cascara total de

pifiones tostados (CTT), ambos materiales aportados por la empresa Nous. El material fue
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secado a TA, molido con molinillo a martillo y conservado en frascos herméticos. Se realizaron
distintos tipos de extracciones a partir de este material vegetal en el que se incluyo tratamientos
térmicos, de ultrasonido, con microondas y con solventes organicos; como asi también pre y
postratamientos. En todas las determinaciones, los extractos acuosos obtenidos a 100°C (CHT
y CTT) fueron considerados controles.

Los extractos se realizaron a partir de 1 g de material vegetal y 12,5 ml de solvente. El extracto
control fue obtenido con agua caliente a 100°C y macerado toda la noche (de acuerdo con los
resultados mostrados previamente). Por otra parte, se realiz6 una extraccion acuosa en un bafio
con ultrasonido (42kHz de frecuencia) durante dos periodos de tiempo (25 y 50 minutos) bajo
dos tratamientos térmicos (TA y 60°C). También se elabord un extracto metanolico (metanol
100%) que fue macerado toda la noche y otro extracto metandlico (metanol 100%) con
ultrasonido durante dos periodos de tiempo (25 y 50 minutos) Estos extractos metanolicos
fueron realizados a TA para evitar la evaporacion del solvente. Se ensayé ademas otro de tipo
de extraccion mediante el uso de un microondas doméstico, con dos condiciones diferentes de
tiempo y potencia: 1 minuto 30 segundos a 160 W y 50 segundos a 320 W.

Cada uno de los extractos fue colocado en un cartucho de filtracion con tela de nylon con poro
de 20 um de didmetro y centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos. El filtrado fue separado
y almacenado a -20°C. A continuacion, se midio el poder antioxidante de cada uno de los
extractos mediante las técnicas FRAP y DPPH. En estos estudios no se calcul6 la eficiencia
anti-radical, sino que se compard el porcentaje de inhibicion de la absorbancia del radical DPPH
porque se usaron iguales concentraciones y tiempos de lectura para todos los extractos
(extractos diluidos 1:100 y lecturas a 30 s). Sobre la base de los resultados obtenidos, se
seleccionaron tres extractos: CHT Ultrasonido 60°C 25 min, CTT Ultrasonido 60°C 50 min y
CTT MeOH.

A continuacion, se ensayaron dos tratamientos que podrian enriquecer el poder antioxidante de
los extractos por la eliminacion de compuestos organicos. Uno de ellos consistié en un
prelavado del material vegetal (1 g) con hexano puro (5 ml) durante 60 minutos en ultrasonido
y luego se evaporo el solvente residual en una campana de extraccion. Posteriormente, se
elaboraron los extractos seleccionados anteriormente a partir de 1 g de material seco en 12,5 ml
de solvente. El otro tratamiento consistio en obtener los extractos seleccionados (a partir del
material vegetal sin pretratamiento con hexano) y agregar posteriormente carbon activado (2%
p/v). En todos los casos, se determiné el poder antioxidante de cada extracto mediante las
técnicas FRAP y DPPH.

Debido a que el postratamiento con carbén activado eliminoé gran parte del poder antioxidante
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comparado con el de los controles, se realizaron otros dos procedimientos para tratar de mejorar
la purificacion de los antioxidantes. Uno consistiéo en modificar la concentracion de carbon
activado, ya que se encontrd evidencia de que el uso de 1% p/v de carbdn activado no causaba
pérdida significativa de antioxidantes en otras especies vegetales (Arguello 2017). El otro
procedimiento consistid en extraer los antioxidantes adsorbidos por el carbén activado de uno
de los extractos seleccionados (CHT Ultrasonido 60°C 25 min). Para ello, luego del agregado
de carbdn activado 2% pl/v, centrifugado de los extractos y descarte de los sobrenadantes, la
fraccion retenida por el carbdn fue dividida en dos partes y se agrego en uno de los casos NaOH
al 4% y en el otro buffer citrico-citrato pH 5. A continuacion se agitaron con vortex, se dejaron
descansar 30 minutos, fueron filtrados con tela de nylon de 20 um de poro y guardados en
freezer a -20°C. Los resultados de las pruebas con carbén activado al 1% p/v (no mostrados)
no presentaron diferencias significativas con los tratamientos con 2% p/v, por lo cual los
resultados que se muestran en la siguiente seccion corresponden a estos Ultimos.

Por altimo, los extractos CHT Ultrasonido 60°C 25 miny CTT Ultrasonido 60°C 50 min fueron
particionados con acetato de etilo para obtener dos fases: hidrofilica y lipofilica. El extracto
metanolico no fue subfracccionado porque se obtuvo un poder antioxidante similar a los
acuosos y es un solvente de alta toxicidad. El procedimiento consistié en colocar y agitar en
ampolla de decantacion 50 ml de cada extracto y 50 ml de acetato de etilo puro (Figura 35). La
mezcla fue dejada en reposo durante 24 h para lograr una adecuada separacion de las fases
superior e inferior de cada extracto (CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup y CTT-Uinf). Las fases
inferiores (acuosas) fueron secadas en rotavapor a 80°C durante 2 h y las superiores (organicas)
a 60°C durante 20 minutos. Los cuatro residuos secos obtenidos fueron resuspendidos en
metanol ultrapuro y centrifugados hasta obtener un sobrenadante traslucido con el fin de

analizarlos posteriormente por HPLC.

Figura 35: Mezcla de extractos acuosos con acetato de etilo (izquierda),
separacion de fases en campana de decantacién (medio) y secado de extracto en
rotavapor (derecha).
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4.2.5. Analisis de compuestos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
Se analizo el perfil de fenoles del extracto de céscara total fresca de pifion (CTFC) obtenido a
partir de 2 g en 100 ml de agua a 100°C y el de los extractos obtenidos luego del fraccionamiento
con acetato de etilo (CHT-Uinf, CHT-Usup, CTT-Uinfy CTT-Usup). Los extractos secados en
un rotavapor y resuspendidos en metanol ultrapuro fueron filtrados a través de filtros de 0,22
pum antes de la inyeccion. El perfil fendlico fue determinado mediante un equipo HPLC (Agilent
1260, Quat Pump VL, ALS, TCC, DAD y RID). Se utilizé una columna ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (4.6 X 100 mm; 3.5 W, Agilent), con un flujo de 0,5 ml/min y volumen de inyeccion
de 5 pl. La fase movil estuvo compuesta de agua Milli-Q; acido fosférico al 85% y metanol, en
gradiente. El detector de Arreglo de Diodos midi6 en cuatro sefiales, configuradas a 280 nm;
323 nm; 365 nm y 520 nm. Ademas, el espectro de absorcién fue medido entre los 200 y 600
nm. El tiempo de corrida fue de 40 minutos, mas 6 minutos de reequilibrio. Dos temperaturas
diferentes de columna (25°C y 40°C) fueron utilizadas para alcanzar la separacion
cromatogréfica.

Se emplearon los siguientes estandares para determinar el perfil quimico de los extractos de
cascara de pifién: kuromanina, delfinidina, (-)-epicatequina, resveratrol, acido elagico, acido
galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico, rutina,
acido tanico y quercetina.

La identificacion de los analitos estudiados fue realizada a través de la comparacion de tiempos
de retencion y espectros de absorcion a diferentes longitudes de onda con los estandares. Se
empled el método del estandar externo para la determinacidon cuantitativa. Para ello se
prepararon las curvas de calibracién en tres mezclas, en un rango de 0,05 a 200 mg/I. Se utiliz6
el rango de la curva superior o inferior segln las &reas visualizadas en las muestras para cada
compuesto. El software utilizado para el procesamiento de los datos fue openLAB Chem
Station, de Agilent.

Para las curvas de calibracion, cada estandar fue pesado y transvasado a frasco de vidrio &mbar
de 50 ml y llevado a una concentracion de 1 con metanol, excepto el &cido elagico en la que el
polvo pesado fue disuelto con dimetilsulfoxido a una concentracion de 5 g/l, y luego llevado a
1 g/l con metanol, para una mejor disolucién.

Se prepararon tres mezclas de estandares, a una concentracion de 0,2 g/l cada estandar, con la
siguiente formacion:

Mezcla 1: &cido gélico; acido clorogénico; acido ferulico y acido elagico

Mezcla 2: catequina; acido cafeico; acido p-cumarico; rutina y quercetina

Mezcla 3: delfinidina; epicatequina; kuromanina y resveratrol
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Se realizaron diluciones sucesivas, las concentraciones de los puntos de la curva de calibracion
fueron: 200 mg/l; 100 mg/I; 50 mg/l; 25 mg/l; 10 mg/l; 5 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l y 0,05 mg/l. En
el andlisis se utilizo el rango de respuesta lineal de la curva de calibracién, segun las areas

visualizadas en las muestras para cada compuesto (Figuras 36, 37 y 38).
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Figura 36: Curvas de calibracion de la mezcla 1: é&cido galico; &cido
clorogénico; acido ferulico y acido elagico.
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Figura 37: Curvas de calibracién de la mezcla 2: catequina; acido cafeico; acido
p-cumarico; rutina y quercetina.
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Curvas de calibracion mezcla 3

4500
4000
3500
3000
2500
2000 o
1500

1000 .

500

Absorbancia (mAU)

Q

0 50 100 150 200
Concentracion (mg/l)

© delfinidina epicatequina kuromanina resveratrol

Figura 38: Curvas de calibracion de la mezcla 3: delfinidina; epicatequina;
kuromanina y resveratrol.

Ademaés, cada compuesto fue analizado por separado, a una concentracion de 0,5 g/l, para la
determinacion del tiempo de retencion, visualizacion del espectro de absorcion y el analisis de
la respuesta cromatogréafica a cada sefial.

Para la deteccion de los analitos se definieron cuatro longitudes de onda, segin las méximas
absorbancias visualizadas en los espectros de absorcién de cada uno y bibliografia consultada.
El acido galico; catequina y epicatequina se determinaron a 280 nm (sefial A), el &cido
clorogénico; acido ferulico; acido cafeico; acido p-cumarico y resveratrol a 323 nm (sefial B),
acido elagico; rutina y quercetina a 365 nm (sefial C), delfinidina y kuromanina a 520 (sefial D)
(Figura 39).
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Figura 39: Curvas de absorcion de los estandares utilizados.
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4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Andlisis de taninos totales

A partir de la curva de calibracion con acido galico en el ensayo de Folin-Ciocalteu, se
determinaron las concentraciones de los fenoles totales (CFT) y fenoles residuales (CFR), luego
de la precipitacion con ASB. De la diferencia de las CFT y CFR, se obtuvo la concentracion de
taninos (CT) del extracto de cascara de pifion (CTFC). Los resultados obtenidos se expresan en
la Tabla 14 y muestran que el contenido de taninos es alto, ya que representa mas del 70% del
contenido de fenoles de la cascara. Resultados similares fueron encontrados en la cascara de
otras especies del género Araucaria (Koehnlein et al. 2012; da Silva et al. 2014). El contenido
de taninos en esas especies ha demostrado ser el responsable de distintas propiedades, tales
como la adsorcién de metales pesados, la inhibicion de la enzima a-amilasa salival y pancreatica
humana, y la inhibicion de la absorcion de triglicéridos a través de la inhibicién de la lipasa
pancreéatica (Lima et al. 2007; da Silva et al. 2014; Mota et al. 2014; Peralta et al. 2016). En
este sentido, el estudio de los taninos, principalmente condensados, ha ganado gran interés
debido al amplio crecimiento de la evidencia que asocia dichos compuestos con un amplio

rango de beneficios potenciales para la salud y el medioambiente.

Tabla 14: Contenido de fenoles totales (CFT), fenoles residuales (CFR) y taninos totales (CT), y
porcentaje de taninos de extracto obtenido con agua a 100°C a partir de cascara total de pifidén fresco
(CTFC), expresados en g equivalentes de acido galico (EAG).

CET CFR CT Porcentaje de

Extracto i
taninos (%)

(Mg EAG/mg PS) (g EAG/mg PS) (g EAG/mg PS)

CTFC 643,65 + 18 151,31 +12 492,33+ 14 76,49

Cada valor corresponde a un promedio de tres mediciones + DE.

4.3.2. Composicion elemental por EDXRF

Para ampliar la caracterizacion de los tejidos de pifion, incluido su valor nutricional, su
composicion elemental fue determinada por EDXRF (Tabla 15). La composicion del
endosperma (97% p/p de la pulpa comestible) fue similar a la descrita en los pifiones brasileros
(Barbosa et al. 2019). En este sentido, una porcion comestible de pifiones (14 pulpas de pifiones
frescos) contienen elementos esenciales, como P, K, Mn, Fe, Cu y Zn, en concentraciones
nutricionales superiores a la racion diaria recomendada, asi como Rb. Por otro lado, la cascara
total del pifidn fresco contiene concentraciones significativamente mayores de Ca y Fe

comparada con la pulpa; y una concentracion significativa de elementos como Cu, Zn, Mny P
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los cuales participan en los sistemas antioxidantes enddgenos que han sido descritos en todos
los organismos vivos (Sheng et al. 2014). Con respecto al Cr, la especiacion no fue realizada
para descartar la presencia de cromo hexavalente, considerado de alta toxicidad. Sin embargo,
los estudios de citotoxicidad no la sugieren. Por otro lado, s6lo el Cl y K disminuyeron
significativamente después de la coccidn. Por su parte, la composicion elemental de la c&scara
fina no presentd cambios significativos con los tratamientos, a excepcion de la de pifiones
frescos que presenta valores significativos menores de Fe que la de los hervidos y tostados, y
de la de los pifiones tostados que presenta valores significativos mayores de Rb que la de los
demas.

Estos resultados sugieren que los pifiones aportan oligoelementos de valor nutricional y que la
cascara de pifion (fresca o cocida), ademas de su alto contenido de fenoles, también podria ser
usada para la nutricion de animales ya que cubre los requerimientos minerales para el ganado

vacuno (National Research Council 2000).
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Tabla 15: Composicion elemental de los tejidos de pifiones frescos, hervidos o tostados analizados por EDXRF (ug/g)

FRESCOS HERVIDOS TOSTADOS
LD  RDR (%) EMB END CT CF CF CG CF CG
Na 152 2,7 4600 + 300 4100 + 300 4033 + 337 4800+ 600/ 4500 + 100 4000 + 300 6100 =+ 600 5000 =+ 400
Mg 38 1,8 555 + 40/ 490 + 33 540 + 200 4000+ 300 3500 £ 100 3300 + 300 4000 =+ 200 4200 =+ 100
P 9 6,7 4000 + 100 2100 + 200 3000 =+ 200 4000+ 100 4500 + 100 3600 + 400 5100 =+ 200 3600 =+ 25
S 1,3 1415 =+ 60 895 =+ 55 820 + 96 700+ 100 600 + 100 1700 + 100 700 =+ 100 1400 =+ 25
Cl | 8.6 1,6 3100 + 200 2800 + 200 2345 + 138 208+ 14, 165 + 8 331 £ 12 195 + 22 230 + 13
K | 61 4,6 13600 = 100 10700 + 1100 3680 =+ 218 235+ 16/ 265 + 30 265 + 24| 260 + 25 145 + 18
Ca 45 0,4 305 =+ 24 206 + 25 951 + 195 860+ 24/ 870 + 35 750 £+ 35 860 = 25 710 + 30
Cr | 17 0,0 ND ND 15 + 3 12 + 5 15 + 3 14 + 5 1+ 4 8 =+ 2
Mn 1,1 15,3 26 + 3 11+ 4 18 + 4 11+ 3 9 + 2 15 + 3 16 + 3 20 + 3
Fe 03 8,3 9 =+ 2 22 + 4 67 =+ 6 37 + 3 42 + 3 47 + 8 45 + 4 45 £+ 6
Cu | 04 19,6 15 =+ 2 12 + 4 18 + 2 13 + 2 12 + 2 10 + 3 13 + 2 9 + 2
Zn 0.2 7.1 54 + 4 14 =+ 2 16 = 3 8+ 1 8 =+ 1 16 + 1 8§ £ 2 9 =+ 2
Br | 03 6 = 1 4 = 1 4 = 1 ND ND ND 3 0 1 3+ 1
Rb 02 138 47 = 3 35 + 4 19 =+ 2 4 + 2 7+ 0 9 =+ 20 22 + 3 1m = 2
Sr | 05 3 0+ 1 3 0+ 1 14 + 30 11 + 4 16 + 1 16 =+ 5 13 £ 2 13 + 1

Los valores representan el promedio + DE de la concentracion de elementos en pg/g de tejido seco. LD: Limite de Deteccion. % RDR: corresponde al porcentaje de elemento aportado
por una porcién de pulpa (calculado con datos de endosperma, 97% p/p de parte comestible) respecto a las raciones diaria recomendadas. La porcion de 25 g (14 pifiones) es en estado
himedo, con 16% de humedad. EMB: embrion de pifiones frescos; END: endosperma de pifiones frescos; CT: cascara total; CF: cascara fina; CG: cascara gruesa. Los nimeros en
negrita indican diferencias significativas en el contenido de cada elemento con respecto al endosperma (n=3, p<0,05). ND: no detectado.



4.3.3. Purificacion y poder antioxidante de cada fraccion

La purificacién de los antioxidantes de las cascaras CHT (cascara total hervidos en agua a
100°C) y CTT (cascara total tostados) fue realizada en varias etapas, segun el criterio de
utilizacion de métodos de extraccion amigables con el medioambiente y de acuerdo con su
posible uso como nutracéutico. En una primera etapa se compararon los métodos de extraccion
por maceracion en agua a 100°C y en metanol. También se realizaron extracciones asistidas por
ultrasonido (U) a diferentes temperaturas y tiempos y por microondas (M) a diferentes potencias
y tiempos. Para cada extracto se analizo el poder antioxidante evaluado con dos técnicas (FRAP
y DPPH) y se seleccionaron aquellos que presentaron valores altos en ambas determinaciones.
En cuanto a los extractos de cascaras de pifiones hervidos, los resultados de la técnica de FRAP
resumidos en la Figura 40, muestran que el extracto acuoso en ultrasonido a 60°C durante 25
minutos fue el que tuvo un valor significativamente mayor de poder antioxidante (68,06 ug
EAA/mg PS). Este valor no present6 diferencias significativas con el obtenido en el extracto
CT100 (céscara de pifiones hervidos a 100°C macerado toda la noche). Sin embargo, el uso de
ultrasonido en la extraccién puede considerarse un método mas eficiente ya que se obtiene
similar poder antioxidante en un tiempo menor (25 minutos). Por otra parte, segun se observa
en la Figura 40, los extractos que le siguen en capacidad antioxidante son: el obtenido en
microondas a 320W durante 50 segundos y el de ultrasonido a 60°C durante 50 minutos, que
no mostraron diferencias significativas entre ellos, con valores de 47,16 y 43,22 ug EAA/mg
PS, respectivamente.

Con respecto a los resultados de poder antioxidante evaluado con la técnica de DPPH (Figura
41), los extractos con valores significativamente mayores de inhibicion del radical fueron
aquellos elaborados con ultrasonido por 25 minutos a 60°C y TA, con valores de 50,98 y 52,3
%, respectivamente. No se hallaron diferencias significativas entre estos extractos, pero si con

los demas tipos de tratamientos.
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Cascara total hervidos FRAP: Poder Antioxidante (ug EAA/mg PS)
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Figura 40: Poder antioxidante medido con la técnica de FRAP de extractos de cascara total de pifiones
hervidos. Tratamientos: MeOH: extractos metandlicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M:
microondas. Temperatura de extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de extraccion: 25
y 50 minutos (25m y 50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de microondas: 160 y 320 watts
(160W y 320W). Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Valores expresados en ug EAA/mg PS: equivalentes de &cido ascérbico por mg de peso seco.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Figura 41: Poder antioxidante medido con la técnica de DPPH de extractos de cascara total de pifiones
hervidos. Tratamientos: MeOH: extractos metandlicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M:
microondas. Temperatura de extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de extraccion: 25
y 50 minutos (25m y 50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de microondas: 160 y 320 watts
(160W y 320W). Los valores representan el promedio = DE de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Valores expresados en porcentaje de inhibicion del radical a los 5 segundos de extractos
diluidos 1:10. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Al analizar los resultados de los extractos de cascara total de pifiones tostados evaluados con la
técnica de FRAP (Figura 42), los extractos: metanolico, metandlico con 50 minutos de
ultrasonido, acuoso y acuoso con 50 minutos de ultrasonido a 60°C, presentaron los valores
mayores, sin diferencias significativas entre si. El poder antioxidante determinado con la técnica
de DPPH (Figura 43) revel6 que el extracto metandlico tuvo mayor porcentaje de inhibicion y
lo siguieron los extractos acuosos sometidos durante 25 y 50 minutos a ultrasonido a 60°C, y
el extracto metandlico en ultrasonido a TA durante 25 minutos, sin diferencias significativas

entre ellos.

Cascara total tostados | FRAP: Poder Antioxidante (g EAA/mg PS)
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Figura 42: Poder antioxidante medido con la técnica de FRAP de extractos de cascara total de pifiones
tostados. Tratamientos: MeOH: extractos metandlicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M:
microondas. Temperatura de extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de extraccion: 25
y 50 minutos (25m y 50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de microondas: 160 y 320 watts
(160W y 320W). Los valores representan el promedio £ DE de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Valores expresados en ug EAA/mg PS: equivalentes de acido ascérbico por mg de peso seco.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

= Ac U 60°C 50m

=Ac UTA 25m

o Ac U TA 50m
Ac M 160W 90s
Ac M 320W 50s

IR
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Figura 43: Poder antioxidante medido con la técnica de DPPH de extractos de cascara total de pifiones
tostados. Tratamientos: MeOH: extractos metanolicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M:
microondas. Temperatura de extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de extraccion: 25
y 50 minutos (25m y 50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de microondas: 160 y 320 watts
(160W y 320W). Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Valores expresados en porcentaje de inhibicion del radical a los 5 segundos de extractos
diluidos 1:10. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

==

En la Tabla 16 se presentan los valores de poder antioxidante evaluados por la técnica FRAP y
en la Tabla 17 los correspondientes a la técnica de DPPH, obtenidos tanto para los extractos de
cascaras de pifiones tostados como hervidos, a fin de compararlos entre si. Sobre la base de
dichos resultados, se seleccionaron tres extractos con alto poder antioxidante para continuar
con la purificacion y eleccion de la fraccion mas activa. Los extractos, CHT U 60°C 25 min,
CTT U 60°C 50 min y CTT MeOH fueron seleccionados ya que presentaron valores
significativamente mayores de poder antioxidante con ambas técnicas realizadas.
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Tabla 16: Poder antioxidante evaluado con la técnica de FRAP de extractos de
cascara de pifiones tostados y hervidos bajo distintos tratamientos de

extraccion
Céscara

CHT
CTT
CHT
CTT
CTT
CTT
CHT
CTT
CTT
CHT
CHT
CTT
CHT
CHT
CHT
CHT
CHT
CTT
CTT
CTT

Tratamiento

Ac U 60°C 25
MeOH

Ac M 320W 50"
AcUTA?25
MeOH U TA 50
Acuoso

Ac U 60°C 50
MeOH U TA 257
Ac U 60°C 50
Acuoso

MeOH U TA 50
Ac U 60°C 25
Ac M 160W 90"
Ac U TA 50
MeOH

MeOH U TA 257
AcUTA?25

Ac M 160W 90™
Ac M 320W 50”
Ac U TA 50

Medias

68,06 a
53,81 b
47,16 bc
48,85 bc
49,58 bc
44,51 bcd
43,22 cd
42,38 cde
41,85 cdef
34,96 defg
34,99 defg
35,01 defg
32,38 efgh
32,54 efgh
31,87 fgh
25,18 gh
29,72 gh
29,84 gh
30,71 gh
23,41 h

Valores expresados en pug EAA/mg PS: equivalentes &cido ascorbico por mg de peso seco. Los
valores representan el promedio de dos determinaciones realizadas por duplicado. CTT: céscara
total de pifiones tostados. CHT: cascara total de pifiones hervidos. Tratamientos: MeOH:
extractos metanolicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M: microondas. Temperatura de
extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de extraccion: 25 y 50 minutos (25my
50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de microondas: 160 y 320 watts (160W y 320W).
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Tabla 17: Poder antioxidante evaluado con la técnica de DPPH de extractos
de céascara de pifiones tostados y hervidos bajo distintos tratamientos de

extraccion

Céscara Tratamiento Medias

CTT MeOH 54,13 a
CHT AcUTA?25 52,3 ab
CTT Ac U 60°C 25 49,47 abc
CHT Ac U 60°C 25 50,98 abc
CTT MeOH U TA 25 47,39 d
CHT Ac M 320W 50” 45,11 e
CTT Ac U 60°C 50 44,76 ef
CHT Acuoso 43,35 efg
CHT Ac U 60°C 50 43,11 fg
CHT MeOH 42,71 g
CTT MeOH U TA 50° 41,97 gh
CHT Ac U TA 50 40,65 h
CHT Ac M 160W 90~ 40,71 h
CTT Acuoso 37,39 i
CTT Ac M 320W 50” 35,79 ij
CTT Ac M 160W 90™ 35,87 ij
CTT Ac U TA50° 34,5 jk
CHT MeOH U TA 50° 34,74 jk
CTT AcUTA25 33,28 N
CHT MeOH U TA 257 32,37 I

Valores expresados en porcentaje de inhibicion del radical DPPH a los 30 segundos de extractos
diluidos 1:10. Los valores representan el promedio de dos determinaciones realizadas por
duplicado. CTT: cascara total de pifiones tostados. CHT: céscara total de pifiones hervidos.
Tratamientos: MeOH: extractos metandlicos, Ac: extractos acuosos, U: ultrasonido, M:
microondas. Temperatura de extraccion: 60°C y temperatura ambiente (TA). Tiempo de
extraccion: 25 y 50 minutos (25m y 50m), 90 y 50 segundos (90s y 50s). Potencia de
microondas: 160y 320 watts (160W y 320W). Letras distintas indican diferencias significativas

(Tukey, p<0,05).

Posteriormente, se continud la purificacion de los extractos seleccionados con la aplicacion de
dos tratamientos para eliminar compuestos organicos que podrian disminuir o diluir el poder
antioxidante y se evalué mediante la técnica de FRAP y DPPH si los tratamientos mejoraban el

poder antioxidante de los extractos.
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Uno de los tratamientos consistid en el uso de hexano como solvente para extraer compuestos
no polares, aplicado como pretratamiento sobre el material vegetal. Este solvente es utilizado
en la industria ya que es estable, presenta un alto poder solubilizante y un conveniente punto de
ebullicidn que facilita su recuperacion (Sicaire et al. 2015).

Por otro lado, se agregd carbdn activado, un método empleado cominmente para eliminar
clorofilas y otros pigmentos de los extractos vegetales que pueden aumentar o disminuir la
determinacion espectrofotométrica de los antioxidantes y asi alterar el resultado de la medicion
(Boqué 2005). El carbon activado se trata de un carbdn poroso que atrapa compuestos,
normalmente organicos, que se encuentran en un liquido. Es un sélido adsorbente ya que tiene
la capacidad de adherir moléculas en su superficie y mantenerlas quimicamente intactas. Este
proceso es reversible, o que implica que el compuesto adsorbido puede recuperarse y también
regenerar el carbon activado. El carbon activado es una de las sustancias aptas para adsorber
moléculas orgéanicas que presentan uniones covalentes entre los a&tomos de carbono e hidrégeno.
Se recomienda usar en un porcentaje menor al 2% para remover pigmentos pero no compuestos
fenolicos (Gomez Rubio 2020). En este sentido, se evalud sobre los extractos seleccionados si
el tratamiento con carbdn activado elimina los pigmentos de los extractos, sin alterar el
contenido de antioxidantes.

Los resultados del ensayo de FRAP de los tres extractos bajo el pretratamiento con hexano o el
postratamiento con carbon activado se pueden visualizar en la Figura 44. Se puede observar
gue no se encontraron diferencias significativas en el contenido de antioxidantes entre el
extracto control y el extracto obtenido luego del prelavado con hexano para los extractos CTT
U 60° 50min y CTT MeOH. Sin embargo, el extracto de cascara hervida (CHT U 60° 25m)
presenta un menor valor con respecto a su correspondiente control (17% de disminucién). Por
otra parte, los tres extractos bajo el tratamiento con carbdn activado presentaron valores
significativamente menores y casi nulos de poder antioxidante, lo que demuestra que bajo estas
condiciones el carbon activado extrae todas las moléculas de antioxidantes presentes en los
extractos.

Resultados similares fueron hallados con la técnica de DPPH (Figura 45). En este caso, también
el extracto elaborado con cascara hervida presento diferencias significativas entre el control y
el extracto con pretratamiento con hexano, mientras que los otros extractos no presentaron
diferencias significativas con su respectivo control. La técnica de DPPH también detecto bajos

contenidos de antioxidantes en aquellos extractos con el postratamiento con carbén activado.
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Figura 44: Poder antioxidante evaluado con la técnica de FRAP para los tres extractos elegidos
bajo un pretratamiento con hexano (Hx) o un postratamiento con carbén activado (CA) y sus
controles respectivos. CHT U 60°C 25m: extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT U 60°C 50m: extracto de cascara de
pifiones tostados obtenido con ultrasonido a 60°C durante 50 min; CTT MeOH: Extracto
metanolico de cascara de pifiones tostados. Valores expresados en pug EAA/mg PS: equivalentes
acido ascérbico por mg de peso seco. Los valores representan el promedio + DE de dos
determinaciones realizadas por duplicado. Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey, p<0,05).
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Figura 45: Poder antioxidante evaluado con la técnica de DPPH para los tres extractos elegidos
bajo un pretratamiento con hexano (Hx) o un postratamiento con carbén activado (CA) y sus
controles respectivos (1:1). CHT U 60°C 25m: extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT U 60°C 50m: extracto de cascara de
pifiones tostados obtenido con ultrasonido a 60°C durante 50 min; CTT MeOH: Extracto
metandlico de céscara de pifiones tostados. Valores expresados en porcentaje de inhibicion del
radical a los 5 s. Los valores representan el promedio £ DE de dos determinaciones realizadas
por duplicado. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Por otra parte, los tratamientos posteriores realizados a fin de extraer los antioxidantes del
carbon activado agregado a cada extracto (NaOH y buffer acetato de sodio) no resultaron
eficientes, ya que los valores de poder antioxidante medidos por FRAP fueron bajos (menores
a 3 ug EAA/mg PS).

En vista de estos resultados, y para continuar con la purificacion de los extractos, se decidié no
aplicar dichos pre- o postratamientos a los extractos, ya que requieren tiempo y el uso de
reactivos y por otra parte no incrementan o mejoran el contenido de antioxidantes de las
muestras.

El siguiente método ensayado con el fin de purificar los extractos seleccionados por su poder
antioxidante y bajo impacto ambiental (acuosos), fue una particion con acetato de etilo para
obtener dos fases: hidrofilica y lipofilica. El pequefio aumento del poder extractivo del metanol
frente al agua a 100°C asistida por ultrasonido no justifico el uso del extracto obtenido con este
solvente toxico en los ensayos de particion. El acetato de etilo es un co-solvente con
propiedades polares aproticas, que tiene la capacidad de formar una capa fuerte de solvatacion
alrededor de un catién sin formar puentes de hidrogeno. En numerosos estudios, esa
caracteristica ha justificado el alto contenido de antioxidantes, y dentro de ellos, los polifenoles,
flavonoides, antocianinas y taninos hallados en los extractos vegetales elaborados a partir de
particiones de acetato de etilo (Singh et al. 2007; Phang et al. 2011; Athmouni et al. 2015;
Hazizul Hasan 2019).

De cada uno de los extractos acuosos seleccionados (CHT Ultrasonido 60°C 25 min o CTT
Ultrasonido 60°C 50 min) se obtuvieron dos fases: una inferior hidrofilica con un color méas
oscuro (CHT-Uinf, CTT-Uinf), y una fase superior lipofilica, con coloracion mas clara (CHT-
Usup, CTT-Usup). Posteriormente, se analizo el poder antioxidante mediante las técnicas de
FRAP y DPPH de estos cuatro extractos obtenidos por fraccionamiento, secados en rotavapor
y resuspendidos en metanol. La identificacion de los fenoles mayoritarios presentes en cada
uno se realizé por HPLC.

La Figura 46 representa el poder antioxidante en pg EAA/mg de peso seco de cada uno de los
extractos obtenidos por fraccionamiento con acetato de etilo. Se observa que los extractos CTT-
Usup y CHT-Uinf presentaron valores significativamente mayores de capacidad antioxidante
respecto de las demaés fases, sin diferencias significativas entre si. La comparacion de dichos
resultados con los obtenidos a partir de los extractos sin fraccionar, evidencia que el
fraccionamiento mejora la capacidad antioxidante de ambos extractos. En el caso del extracto
CHT Ultrasonido 60°C 25 min (65,9 ug EAA/mg PS) cuando se lo particiond se obtuvo mayor
poder antioxidante en la fase acuosa (160 ug EAA/mg PS) mientras que disminuyo en la fase
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organica (56,4 ug EAA/mg PS). En el caso del extracto CTT Ultrasonido 60°C 50 min (38,2
Mg EAA/mg PS) se obtuvo mayor poder antioxidante tanto en la fase acuosa como en la
organica (100,7 y 180 ug EAA/mg PS, respectivamente). Es importante destacar que el acetato
de etilo aumento aproximadamente 250% el contenido de antioxidantes de la fase acuosa tanto
del extracto de céscara hervida como el de tostada.

Con respecto al analisis del poder antioxidante mediante la técnica de DPPH, las lecturas fueron
realizadas a 5 segundos debido al alto poder antioxidante de estas muestras. Los mayores
porcentajes de inhibicidn del radical se encontraron en los extractos de las fases inferiores
acuosas (CHT-Uinf y CTT-Uinf), sin observarse diferencias significativas entre los valores de
ambas (Figura 47). Cuando se comparan los resultados del fraccionamiento con los extractos
originales, ambas fases inferiores tuvieron cerca de un 40% de inhibicion del radical en una
concentracion 1:100, mientras que los extractos originales a partir de CHT y CTT en una
concentracion de 1:10 tuvieron un porcentaje de inhibicion del 50 y 45 % respectivamente
(Figuras 43 y 45). Esto evidencia que el fraccionamiento con acetato de etilo aumento
significativamente el poder antioxidante de la fase acuosa, con respecto a la primera extraccion

con agua.

FRAP: Poder antioxidante (ug EAA/mg PS

200 a

180 a

160

140

120

100
80 c
60
40
20

CHT-Usup CHT-Uinf CTT-Usup CTT-Uinf

Figura 46: Poder antioxidante evaluado con la técnica de FRAP para fases obtenidas por
fraccionamiento con acetato de etilo de extractos de cascara de pifién.

CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior derivadas del fraccionamiento con acetato de etilo del
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C por 25 min; CTT-Usup
y CTT-Uinf: fase superior e inferior del extracto de cascara de pifiones tostados obtenido con ultrasonido
a 60°C por 50 min. Los valores representan el promedio + DE de dos determinaciones realizadas por
duplicado. Valores expresados en g equivalentes de acido ascérbico por mg de peso seco (EAA/mg PS).
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Figura 47: Poder antioxidante evaluado con la técnica de DPPH para fases obtenidas por
fraccionamiento con acetato de etilo de extractos de cascara de pifidn.

CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior derivadas del fraccionamiento con acetato de etilo del
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C por 25 min; CTT-Usup
y CTT-Uinf: fase superior e inferior del extracto de cascara de pifiones tostados obtenido con ultrasonido
a 60°C por 50 min. Valores expresados en porcentaje de inhibicion del radical a los 5 segundos de los
extractos diluidos en agua 1:100. Los valores representan el promedio £ DE de dos determinaciones
realizadas por duplicado. Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

4.3.4. Composicién de polifenoles analizados por HPLC

Con respecto al analisis de los compuestos fendlicos, todas las curvas de calibracion presentaron
un coeficiente de determinacion (R? mayor a 0.998. En cuanto a las muestras, todos los
extractos de cascara de pifion evaluados (CTFC, CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup y CTT-
Uinf) presentaron 3 compuestos fendlicos en comun: acido galico, catequina y querceting;
dentro de los cuales se destaca la catequina como mayoritario (Tabla 18). Ademas, se observo
que las fracciones superiores (acetato de etilo) contenian mayor concentracién de estos
compuestos, comparados con las fracciones inferiores. Estos compuestos también han sido
identificados como los fenoles méas importantes en extractos de céscaras de A. angustifolia
(Peralta et al. 2016). Con respecto al extracto obtenido a partir de cascara total de pifiones
frescos a 100°C (CTFC), presentd concentraciones menores de acido gélico, catequina y
quercetina que los observados en las fracciones superiores resultantes de la particion de los
extractos obtenidos con ultrasonido. Ademas, en este extracto la concentracion de catequina fue
menor a la encontrada en los extractos obtenidos con ultrasonido, lo que podria indicar que la
extraccion de este flavonoide seria la mas beneficiada por dicho tratamiento, que
posteriormente fue particionada hacia la fase organica. El contenido de catequina (2,86 mg/g
en CTFC, Tabla 18) resulto similar a los valores obtenidos por De Freitas et al. (2018b) y Da

Silva et al. (2019) en el agua del hervor de pifiones de A. angustifolia, en la que el contenido
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de catequina reportado en esos estudios fue de 2,06 mg/g y 2,38 mg/g, respectivamente. Por
otro lado, los valores de catequina observados en todos los extractos de céscara de pifidon
resultan elevados cuando fueron comparados con alimentos considerados ricos en estos
polifenoles, como son el té verde (0,1-0,8 mg/g), el té negro (0,06-0,5 mg/g), las lentejas (0,316-
1,04 mg/g) y la manzana (0,17-0,5 mg/g) (Santos-Buelga y Scalbert 2000; Shukla et al. 2018).

Tabla 18: Concentracion de polifenoles en muestras de cascara de pifién analizadas por HPLC

Analito (mg/g PS = pg/mg) Extractos

CHT-Usup  CHT-Uinf CTT-Usup CTT-Uinf CTFC

Acido Galico 70122 ()  0,3982(d) 28,2169 (a) 0,7146 (cd) 1,7712 (c)
Catequina 13,6456 ()  0,6046 (d) 44,5362 (a) 1,8481(c)  2,8646 (C)
Quercetina 1,8253 (bc)  0,0063 (d) 11,3094 (a) 0,0269 (d)  3,1115 (b)

CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior derivadas del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de céscara de
pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C por 25 min. CTT-Usup y CTT-Uinf: fase superior e inferior derivadas
del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones tostados obtenido con ultrasonido a 60°C por 50 min.
CTFC: Extracto obtenido con agua a 100°C a partir de cascaras de pifiones frescos. Letras distintas indican diferencias
significativas entre extractos para cada compuesto (Tukey, n=2, p<0,05).

Por otro lado, el contenido de quercetina hallado (3,11 mg/g, Tabla 18) también resulto alto,
comparado con lo encontrado en otras especies del género Araucaria. Por ejemplo, en el agua
del hervor de pifiones de A. angustifolia no fue detectada (De Freitas et al. 2018b), y en
extractos acuosos elaborados a partir de cascara de esos pifiones se han detectado bajas
concentraciones de quercetina tanto en la cascara externa como en la interna (0,057 y 0,011
mg/g peso fresco, respectivamente) (Cordenunsi et al. 2004).

Por lo tanto, la extraccidn asistida por ultrasonido, seguida de una particion con acetato de etilo,
mejora en gran proporcion la extraccion de acido galico, catequina y quercetina en la fraccion
no polar. Estos resultados, concuerdan con los hallados en otros trabajos que emplean acetato
de etilo como solvente de extraccidn ya que resulta ser el mas adecuado para extraer catequina,
por ejemplo de extractos de té verde (Dong et al. 2011). Otros autores han confirmado que
ambos flavonoides pueden ser extraidos en altas concentraciones de solventes organicos, no
siempre adecuados para el consumo humano (Dong et al. 2011).

Con respecto al acido galico, es un compuesto que ha sido identificado por Koehnlein et al.
(2012) en extractos de pulpas de pifiones frescos y cocidos de A. angustifolia, aunque en
concentraciones bajas comparadas con las encontradas en los extractos de cascara de pifiones

de A. araucana de esta tesis (0,24 mg/g vs. 1,77 mg/g de acido galico en extracto acuoso de
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cascara CTFC, Tabla 18). Estos autores sefialan que el &cido galico y otros antioxidantes
hallados en las pulpas de pifiones cocidos se debe a que durante la coccion estos compuestos
presentes en alta concentracion en la cascara migran hacia la pulpa y no tanto a que forman
parte de la pulpa en si misma (Koehnlein et al. 2012). Sin embargo, en otros trabajos con
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de céscaras pifiones de A. angustifolia no se ha detectado
acido gélico (De Freitas et al. 2018b; Da Silva et al. 2019).

Por otra parte, se ha descripto que el acido galico, formado por un anillo aromatico con tres
grupos hidroxilos y un grupo carboxilo, es mas extraible en solventes polares como la molécula
prética polar de agua; sin embargo se ha descubierto que su solubilidad en solventes apréticos
(como el acetato de etilo) puede aumentar con el incremento de la temperatura (Galanakis et al.
2011). Al igual que lo observado para catequina y quercetina, el extracto acuoso a 100°C de
cascaras de pifion mostrd un valor de contenido de acido galico mayor que el hallado en la
fraccion acuosa luego de realizada la particion con acetato de etilo, pero significativamente
menor a los valores obtenidos en la fraccion superior (Tabla 18). Estos resultados son
consistentes con las indicaciones generales para la recuperacion de fenoles, dentro de las cuales
se deben extraer en primera instancia con la utilizacion de un solvente polar protico, y luego
progresivamente a través de una secuencia de pasos con solventes de menor polaridad (Michael
et al. 2010; Galanakis et al. 2011).

Aunqgue se han encontrado bajas concentraciones de estos compuestos fenolicos en las fases
acuosas de los extractos fraccionados, los cromatogramas resultantes del analisis por HPLC
muestran numerosas sefiales que indican la presencia de compuestos que no han logrado ser
identificados. El alto poder antioxidante del extracto CHT-Uinf, medido tanto por la técnica de
FRAP como por la de DPPH, no parece estar relacionado con la concentracion de estos tres
compuestos, sino por la presencia de compuestos minoritarios no identificados que le otorgarian
dicha capacidad.

Asi, estos resultados demuestran que los extractos purificados de la cascara del pifion de A.
araucana poseen un gran valor nutracéutico, porque tanto la quercetina como la catequina son
compuestos que pertenecen a la familia de los flavonoides, un grupo de antioxidantes naturales
que se encuentran en frutas y vegetales que no solo les aportan sabor y color, sino que se ha
descripto que poseen alta actividad anticancerigena (Amarowicz y Pegg 2019). Por otro lado,
la extraccion asistida por ultrasonido, seguida de una particion con acetato de etilo, mejora en
gran proporcion por un lado, la extraccion de acido galico, quercetina y catequina en las fases

organicas; y por el otro, la extraccion de otros antioxidantes no identificados solubles en la fase
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acuosa, ya que esta fraccién presenta un alto poder antioxidante por FRAP y DPPH. Asi, ambas
fracciones tendrian un potencial uso como nutracéutico.

4.4. Conclusiones

Los resultados sugieren que los pifiones aportan oligoelementos de valor nutricional y que la
cascara de pifion ademas de presentar alta capacidad antioxidante podria ser utilizada también
por ejemplo en nutricion de ganado.

Por otro lado, el analisis de los resultados del poder antioxidante sugiere que diferentes fenoles
serian eficientemente extraidos por agua, calor y asistencia de ultrasonido con posterior
particion con acetato de etilo. Los flavonoides mayoritarios como catequina y quercetina, asi
como acido galico (en parte proveniente de la hidrdélisis de taninos hidrolizables) estarian
enriquecidos en la fase organica. Asimismo, una de las fases acuosas mostrd el mayor poder
antioxidante, pese a la baja concentracion de estos tres compuestos fendlicos, lo que indica la
presencia de otros compuestos extraidos por ultrasonido responsables de dicha capacidad.

El alto poder antioxidante de la céascara de pifion, con su elevado contenido de taninos,
catequina, quercetina y acido galico, asi como también elementos esenciales, dan un alto valor
nutricional, medicinal e industrial a este residuo por lo que se avanz6 y profundizo en el estudio

de la actividad biolégica y las propiedades anticorrosivas de la cascara de pifion.
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CAPITULO 5

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO DE CASCARA
DE PINON IN VITRO E IN VIVO
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5.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los pifiones de A. araucana asi como los de otras especies del mismo género han sido
consumidos histéricamente por los habitantes de la Patagonia, especialmente las comunidades
mapuches, conocedores ancestrales de su alto valor nutricional. Algunas de sus propiedades
nutricionales han sido demostradas en esta tesis. Para su consumo, especialmente en el invierno,
los pifiones son cocidos y también son usados para elaborar harina y diferentes preparaciones a
partir de esta, lo cual los convierte en un alimento muy importante para estas comunidades.
Ademas de estos aspectos nutricionales, distintas partes de estas especies son utilizadas para
medicina tradicional (Aslam et al. 2013; Sedrez dos Reis et al. 2014). Por ejemplo, las
comunidades originarias de Argentina y Chile usan la resina del Pehuén para ayudar a curar
heridas, para dolores de cabeza y resfriados, para tratar hematomas y Ulceras, para fijar
fracturas, para trismo y para normalizar la menstruacion (Aagesen 2017). Con respecto a los
estudios cientificos de la especie, se ha estudiado la composicion de la parte comestible del
pifidn y se ha encontrado que estd compuesta por almidén (64%), fibra dietaria (25%), azlcares
totales (7%) y bajas concentraciones de compuestos fenolicos, lipidos, proteinas y fibra cruda
(Henriquez et al. 2008). Ademas, se ha analizado la composicion fendlica, capacidad
antioxidante y actividad inhibidora de la a-glucosidasa de extractos obtenidos con la parte
comestible del pifion (Schmeda-Hirschmann et al. 2021). Por otro lado, se ha analizado la
composicion de diterpenos presentes en la resina del Pehuén y estudiado el efecto
gastroprotector en ensayos in vitro e in vivo (Schmeda-Hirschmann et al. 2005). Sin embargo,
estos estudios se han focalizado en la composicion de metabolitos de algunos tejidos de la planta
con escasa informacién sobre su actividad bioldgica, y no hay estudios de la cascara de los
pifiones de A. araucana. Por su parte, la especie A. angustifolia ha sido estudiada en mayor
magnitud. En el caso de esta especie, la corteza se utiliza tradicionalmente para tratar tensiones
musculares y varices, la resina se usa en el tratamiento de infecciones respiratorias, las
infusiones con hojas como antisépticas, antirreumaticas, contra infecciones respiratorias, entre
otras cosas (Peralta et al. 2016). También, se ha comprobado que el extracto de cascara de su
pifidn es rico en taninos, que ademas de su alta actividad antioxidante, pueden adsorber iones y
tintes metalicos, lo cual lo convierte en una herramienta poderosa y econOmica para el
tratamiento de efluentes industriales (Lima et al. 2007; Royer et al. 2009; Calvete et al. 2010;
Mota et al. 2014; Tomasi et al. 2022). Por otra parte, se ha informado que el extracto de cascara
de esos pifiones inhibe las amilasas salival y pancreética y asi disminuye la glucemia

postprandial; como también causa la inhibicion de la lipasa pancreatica y como consecuencia,
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la disminucion de triacilglicéridos en plasma de ratones (da Silva et al. 2014; Oliveira et al.
2015). Ademas, estudios realizados in vitro e in vivo demuestran que el extracto de cascara de
pifiones de A. angustifolia induce citotoxicidad en células tumorales HEp-2 a través de la
generacion de dafio oxidativo de lipidos y proteinas, produccion de 6xido nitrico, disminucion
de la actividad antioxidante de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa e induccion de
apoptosis; mientras que en la linea no tumoral HEK-293 no se presentan dichos efectos (Branco
et al. 2015). Por otro lado, Souza et al. (2014) hallaron efectos protectores por parte del extracto
obtenido de las bracteas (semillas no fecundadas), ante el estrés oxidativo inducido por peréxido
de hidrégeno sobre la linea celular fetal (no tumoral) MRC5, a través de la disminucién del
dafio oxidativo en lipidos, proteinas y ADN. Otro estudio de actividad de extractos de bracteas
también mostré actividad antioxidante y antimutagénica en la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Michelon et al. 2012). Ademas, los extractos metanolicos de cascara de pifidén de A.
angustifolia, ricos en taninos condensados, también fueron explorados para su potencial uso en

formulaciones cosméticas gracias a su alta actividad antioxidante (Mota et al. 2014).

Este es el primer estudio que demuestra el alto poder antioxidante y nutritivo de los extractos
de cascaras de pifion de A. araucana, analiza su contenido de fenoles y de oligoelementos. Para
avanzar respecto de las propiedades bioactivas de estos extractos, se considerd conveniente
estudiar su capacidad protectora en modelos de estrés oxidativo en cultivos de células
mamiferas y en ratas. Principalmente, porque numerosas evidencias experimentales del grupo
dirigido por la Dra. Bongiovanni han demostrado que los extractos de plantas nativas con
propiedades antioxidantes, asi como flavonoides aislados, preservan el estado redox y la
viabilidad de células no tumorales y tejidos de animales sanos, ambos expuestos a arsénico
(As), un elemento cancerigeno capaz de inducir estrés oxidativo (Soria et al. 2008, 2010a;
Ramos Elizagaray et al. 2019). ElI As es un contaminante ambiental vinculado a numerosas
enfermedades y se conoce que los principales mecanismos de su toxicidad estan vinculados con
el estrés oxidativo directa o indirectamente (Dopp et al. 2004; Bhadauria y Flora 2007). La
exposicion al As causa un aumento de las especies reactivas del oxigeno (EROs), lo que provoca
dafos en el ADN, lipidos y proteinas, ademas de alterar la arquitectura celular, la permeabilidad
y la supervivencia celular (Birben et al. 2012). Estas especies reactivas producen la oxidacién
lipidica de acidos grasos, la cual consiste en una reaccion en cadena que se inicia normalmente
con la sustraccién de un atomo de hidrégeno del acido graso diana convirtiéndolo en un radical

lipidico.

La respuesta celular a un desequilibrio redox debido a una situacion prooxidante estd modulada
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por compuestos como el GSH y por enzimas antioxidantes. EI GSH es el tiol no proteico méas
abundante y participa no s6lo como antioxidante sino también como sustrato en muchas
reacciones de detoxificacion de As y otros toxicos (Ventura-Lima et al. 2011; Minatel et al.
2018). La enzima catalasa (CAT) es una de las enzimas antioxidantes que proporciona el
segundo nivel de defensa contra la toxicidad de ROS (Sepasi Tehrani y Moosavi-Movahedi
2018). Por su parte, las glutation S-transferasas (GST) son enzimas detoxificantes que catalizan
la conjugacion de GSH con diversos compuestos, incluidos los compuestos metilados de As
(Minatel et al. 2018) y también ejercen accion antioxidante (Singhal et al. 2015). Se ha
demostrado que la exposicion a As afecta el sistema antioxidante al alterar la actividad de estas
enzimas, en forma dependiente de la dosis y el tiempo de exposicion (Wang et al. 2019). La
exposicion prolongada al As causa una disminucién significativa en los niveles de GST en
tejidos hepaticos y renales, mientras que a corto plazo puede inducirse su actividad como
mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo (Fatoki y Badmus 2022). Por estos motivos,
resulta muy adecuado utilizar este modelo para analizar un posible efecto citoprotector del
extracto de cascara de pifidn.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que algunos de estos extractos 0 compuestos
flavonoides ensayados previamente, producen apoptosis de células tumorales (Soria et al.
2007h, 2015; Bongiovanni et al. 2008). Este seria un efecto con posible sinergia con drogas
oncologicas, ya que sus efectos terapéuticos se basan en la produccion de radicales libres,
generacion de estrés oxidativo y muerte de las células tumorales, con relativa baja toxicidad
hacia las células normales. Sin embargo, la toxicidad de los tratamientos oncoldgicos es
generalmente alta y resulta importante hallar antioxidantes que contrarresten este efecto. Entre
los efectos indeseables de las drogas oncologicas, se puede citar la promocion de mucositis y
particularmente la mucositis oral caracterizada por la inflamacién de las glandulas salivales, su
disfuncion y la consecuente alteracion de la composicion de la saliva con efectos fisicos,
sociales y psicoldgicos adversos. La ulceracion de la cavidad oral ocurre en hasta el 40% de los
pacientes con diferentes canceres que reciben quimioterapia y se acerca al 100% en el
tratamiento del cancer de cabeza y cuello (Mazzeo et al. 2009).

Aungue adn no hay un consenso total respecto del uso de antioxidantes durante la terapia
oncologica, existen numerosas evidencias experimentales, reportes médicos y estudios
epidemioldgicos con polifenoles que promueven la apoptosis de células cancerosas, inhiben la
proliferacion de células mutadas, reducen la produccién de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y regulan
negativamente la expresidn génica del cancer (Liu et al. 2018). Otros estudios sugieren que los

antioxidantes pueden proteger los tejidos normales del dafio inducido por la quimioterapia sin
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disminuir el control del tumor (Singh et al. 2018). Ademas, los alimentos vegetales, ricos en
antioxidantes, han demostrado reducir el riesgo de muerte en pacientes después de ser
diagnosticados con cancer de mama, cabeza y cuello y recto (Oronsky et al. 2018).

Entre los agentes anticancerosos, la ciclofosfamida (CF) es ampliamente utilizada para el
tratamiento de muchos tipos de cancer; sin embargo, por su accion inespecifica, produce serios
efectos nocivos sobre las células hospedadoras normales (Dong et al. 2022). Las altas dosis de
CF utilizadas en la quimioterapia generan gran cantidad de EROs y su consecuente dafio
oxidativo. Uno de los efectos de este dafio es la mucositis. La superdxido dismutasa (SOD) y
el &cido urico (AU) son responsables del 70% del potencial antioxidante de la saliva y la
presencia de cada uno de estos antioxidantes en la saliva esta condicionada principalmente por
la funcién glandular. Aunque la produccién salival de SOD y AU aumenta como respuesta al
dafo oxidativo e inflamatorio de la CF sistémica, la droga también es transportada por la saliva,
por lo que los antioxidantes enddgenos no son suficientes para impedir el deterioro de las
glandulas salivales con la consecuente alteracion de la composicion de la saliva y la aparicion
de mucositis (Bachmeier et al. 2014). Por otro lado, el marcador de peroxidacion lipidica méas
estudiado es el malondialdehido (MDA), que se produce a partir de acidos grasos con dos o
mas dobles enlaces interrumpidos por metileno (Ayala et al. 2014). Este marcador se ha
observado en niveles altos asociado a enfermedades tales como periodontitis cronica,
enfermedades precancerososas orales y carcinoma de células escamosas orales (Téthova et al.
2015). Por su parte, Zhang et al. (2021) han encontrado un nivel de MDA aumentado en higado
de ratas tratadas con CF y confirmaron que la exposicién a este farmaco destruyo el equilibrio
redox dentro del higado y represent6 un gran dafio para este 6rgano. Esto demuestra la urgente
necesidad de contar con un quimioprotector y/o radioprotector, a fin de atenuar la toxicidad que

impone limites en las dosis de la terapia oncoldgica.

5.1.1. Hipotesis

El extracto de céscara de pifibn presenta alta bioactividad antioxidante que puede ser
determinada en modelos in vitro e in vivo mediante su capacidad de contrarrestar efectos toxicos

de agentes oxidantes.

5.1.2. Objetivo

Evaluar la inocuidad y la capacidad protectora antioxidante de extractos de cascara de pifién en

modelos in vitro e in vivo.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Reactivos quimicos

El medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM) y antibi6ticos se adquirieron de Sigma-
Aldrich. Los solventes de grado HPLC se adquirieron de Fisher Scientific Co. El suero bovino
fetal se adquirié de Natocor, Argentina. El arsenito de sodio (NaAsO2, CAS N° 7784-46-5,
pureza >99,95%) y el perdxido de hidrégeno (H202) fueron adquiridos de Anedra, Argentina.
La albdmina sérica bovina (ASB), el 1,cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB) y el glutation reducido
(GSH) se adquirieron de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO , EE. UU. El kit RANSOD (SD
125) para la determinacion de la actividad superoxido dismutasa (SOD) fue de RANDOX
Laboratories Ltd. El kit de ensayo de malondialdehido (MDA) (ab118970) para detectar la
peroxidacion lipidica fue de Abcam Laboratory. Para las determinaciones de acido urico se
utilizé Uricostat enzimatico AA (Cod. 1840107) de Wiener lab. Se usé agua Milli-Q en todos
los experimentos. Las unidades de filtro estériles PES de 0,22 um procedian de GVS, EE. UU.
La ciclofosfamida 1000 como polvo liofilizado (numero de catalogo: 120105-04) fue adquirida
de LKM Laboratory.

5.2.2. Evaluacion de la actividad biol6gica del extracto CHT-Uinf en un modelo in vitro
5.2.2.1. Linea celular

Para testear la bioactividad in vitro de los extractos de cascara de pifion, se empled la linea
celular CHO-K1, que deriva de un subclon de la linea celular parental CHO, iniciada de una

biopsia de ovario de hamster chino adulto.

5.2.2.2. Mantenimiento de la linea celular

Las células fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM 10 g +
NaHCOs 3,75 g + HEPES 4,76 g + H20 Milli-Q csp 1 I) suplementado con suero fetal bovino
al 10%, 100 1U/ml de penicilina G sddica y 40 pug/ml de sulfato de gentamicina. Como esta
linea celular no puede sintetizar el aminoacido prolina, necesario para su crecimiento, se le
agrego 34,5 mg/l de prolina. El medio de cultivo mencionado en los siguientes parrafos contiene
todos estos componentes. Las células fueron mantenidas en estufa, en una atmosfera de 5% de
CO a 37°C. Los subcultivos fueron obtenidos cada 72 h por tratamiento suave con tripsina
(0,25% p/v) y EDTA (0,53 mM), y se sembraron 10° células/75 cm?. Luego de este periodo, se

obtiene una monocapa con un 80% de cobertura.
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5.2.2.3. Evaluacion de citotoxicidad y efecto protector del extracto CHT-Uinf por
fluorescencia

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, se selecciond el extracto con mayor
actividad antioxidante, que corresponde a la fraccion acuosa del extracto obtenido a partir de
cascara hervida total con ultrasonido a 60°C 25 min (CHT-Uinf) y particionada con acetato de
etilo. Ademas de seleccionarlo por su alto poder antioxidante, dicho extracto fue elegido porque
es acuoso Yy este solvente no presenta toxicidad para el ambiente ni el ser humano. También se
tuvo en cuenta que la biomasa de cascaras de pifiones hervidos obtenida de la industrializacién
de los mismos es comparativamente mayor a la biomasa de cascaras de pifiones tostados. Todos
estos criterios fueron tomados en cuenta para elegir el extracto CHT-Uinf a fin de evaluar su
actividad bioldgica in vitro.

Los efectos del As (5 pg/ml) y el extracto (2 pg/ml) sobre las células fueron analizados por
separado y también combinados. Las células sin tratamiento, incubadas en medio solo, se
utilizaron como control. Para determinar viabilidad se utiliz6 diacetato de fluoresceina (DAF),
una sustancia no polar que atraviesa la membrana celular y es hidrolizada por esterasas
lisosomales en células viables, produciendose la fluoresceina, que exhibe fluorescencia verde
al excitarse a 490 nm. Para que dicho proceso ocurra, es necesario que las membranas celulares
se encuentren intactas y funcionales para la correcta funcién hidrolitica intralisosomal, por lo
que células no viables son incapaces de hidrolizar el DAF y/o de retener la fluoresceina. Por
otro lado, también se us6 como segundo marcador el yoduro de propidio (YP), que ingresa a
las células cuando la membrana se encuentra desintegrada (proceso de apoptosis tardia o
necrosis) y se intercala entre las bases del ADN y ARN, en una relacion de 1 molécula por cada
4-5 pares de bases. Una vez unido a los &cidos nucleicos, la fluorescencia roja del YP resulta
incrementada unas 20-30 veces, y queda en el rango de excitacion de los 510 a 560 nm. La
viabilidad de células CHO-K1 fue determinada con un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse 80i y el software NIS-Elements Basic Research 3. Asi, con esta doble tincion, se logro
distinguir entre células viables (con granulos en el citoplasma que fluorescen verde) y células
en apoptosis tardia o necroéticas (con ndcleos de color rojo). Ademas, se pudieron diferenciar
aquellas células viables que presentaban cambios morfoldgicos coherentes con un estado de
apoptosis, con morfologia redondeada y mayor separacién entre si.

Para este ensayo, se cultivaron 40000 células/pozo en placas de 6 pozos (9,6 cm?) durante 24
h. Luego se removio el medio y se incubaron con los tratamientos durante 2 h. Seguido a esto,
el medio fue removido y se agregaron, en oscuridad, 20 pl de una solucién formada por DAF

25 pg/mly YP 1 pg/ml y se incubaron durante 15 minutos. Por Gltimo, cada pozo fue lavado

102



con buffer fosfato de sodio (PBS) pH 7,4 para eliminar el excedente de los fluoréforos, se
observaron en el microscopio de fluorescencia y se tomaron tres fotografias por pozo, en
diferentes campos. Las imagenes fueron analizadas digitalmente por el software ImageJ/FI1JI de
forma independiente. Se realizo sustraccion de coloracion de fondo, ajuste de brillo y contraste,
aplicacion de filtro de mediana y division de canales, cuando fue necesario, a fin de poder
utilizar sobre las imé&genes procesadas la herramienta multi-point para el conteo de células. En
cada imagen se contabilizo el N° total de células por campo, N° de células no viables (se
distinguio entre aquellas que presentaron citoplasma y nucleo rojo o citoplasma verde y ndcleo
rojo) y N° total de células viables (se diferencio entre aquellas de forma alargada o redonda.

5.2.2.4. Evaluacion de citotoxicidad y efecto protector del extracto CHT-Uinf por la técnica
de cristal violeta

Se analizaron los efectos del As (5 pg/ml) y el extracto CHT-Uinf (2 pg/ml) por separado y
combinados, sobre la viabilidad de células CHO-K1, mediante la técnica de tincion con cristal
violeta descrita en la seccion 3.2.7.3. Bioensayos para la evaluacion de citotoxicidad. Las
células sin tratamiento, incubadas en medio sin agregado de As ni extracto, fueron utilizadas
como control. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad celular respecto del
control (100% de viabilidad).

5.2.2.5. Determinacion de hidroperoxidos celulares

Los hidroperéxidos (HP) son una medida del estado redox celular porque se forman en
condiciones prooxidantes. Su determinacion se basa en la capacidad de los HP para oxidar Fe?*
a Fe3* en pH 4cido (Soria et al. 2010a; Ramos Elizagaray et al. 2019). El hierro oxidado forma
luego un complejo coloreado con naranja de xilenol, el cual es cuantificado a 560 nm. La
reaccion puede ser descripta como:

Fe?* + R-OOH - Fe®*" + RO + OH-
Fe3* + NX = Fe3*-NX (Complejo coloreado)
Dénde:
NX = naranja de xilenol

R =H o un grupo lipidico

Para determinar el contenido de HP acuosos (perdxido de hidrégeno) se utilizé una solucion
acuosa (solucion A) de 100 mM de sorbitol y 125 pM de naranja de xilenol; y para los
organicos, una solucion de metanol al 90% (solucién B) que contiene 4 mM de BHT y 125 uM

de naranja de xilenol. Ademas, una solucion de 25 mM de amonio ferroso en 2,5 ml de acido
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sulfurico (solucion C) fue utilizada para ambas determinaciones.

Para el ensayo se sembraron 10000 células por pozo en placas de 6 pozos (9,6 cm?) y se
incubaron 48 h en estufa con medio de cultivo fresco. Luego, se removio el medio y se
agregaron los tratamientos con un volumen total de 200 ul/pozo. Los tratamientos fueron: As 5
pg/ml, diferentes concentraciones del extracto y las combinaciones de estos. Se realizaron
controles sin tratamiento con As o0 extracto. Las células fueron tratadas durante 2 h y luego, una
vez removidos los tratamientos, se agregaron 5 pl de SDS al 20% (para favorecer la lisis celular
y la liberacion de los peroxidos) y 100 pl de solucién de trabajo. En el caso de los HP acuosos,
la solucion de trabajo constd de las soluciones A'y C en una relacion 100:1, y en el caso de los
organicos, de las B y C en la misma relacion. Las placas se incubaron durante 30 minutos a TA
y luego, se procedid a la lectura de las absorbancias en espectrofotémetro a 560 nm.

Las curvas de calibracion para hidroperdxidos acuosos y organicos se realizaron a partir de una
solucién 100 uM de H20. y 200 uM de hidroperoxido de tert-butilo, respectivamente. Los datos
fueron expresados en pumoles/10000 células.

5.2.2.6. Evaluacion de actividad de enzimas del sistema antioxidante

Para evaluar la actividad enzimatica de las enzimas catalasa y glutation S-transferasa, se
cultivaron 5 millones de células CHO-K1 durante 48 h en frascos de cultivo de 75 cm? de area
de crecimiento, por tratamiento. Posteriormente, el medio fue removido y las células fueron
tratadas durante 2 h. Los tratamientos fueron: As 5 pg/ml, CHT-Uinf 2ug/ml, la combinacion
de ambos y el control (medio solo). Luego, las células fueron removidas del frasco con tripsina
0,25% (p/v) - 0.53 mM EDTA 1X, la cual fue posteriormente inhibida con SFB. Posteriormente,
fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos, luego el medio de cultivo junto con la
tripsina fue descartado y las células fueron resuspendidas en buffer fosfato de sodio 50 mM,
pH 7. Posteriormente, las células fueron homogeneizadas con homogeneizador Bio-Gen
PRO200 (PRO Scientific Inc.) y centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos en centrifuga
refrigerada a 4°C. El sobrenadante obtenido fue utilizado para determinar la actividad de
glutation S-transferasa y catalasa.

5.2.2.6.1. Evaluacion de actividad de Glutation S-transferasa -GST:

Las glutation S-transferasas (GST) constituyen una superfamilia de isoenzimas cuya funcion es
la detoxificacion celular de una serie de compuestos electrofilicos que incluyen algunas EROs
y los productos generados durante el dafio celular, tales como lipoperdxidos (Hayes et al. 2005).
La actividad de la enzima GST se calculo mediante el seguimiento de la formacion del complejo

tioéter-glutatién-dinitrobenceno, como producto de la reaccion enzimatica de glutation (GSH)
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con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) detectado a 340 nm de longitud de onda (Habig y
Jakoby 1981; Ferrari et al. 2011; Mardirosian et al. 2015). En primer lugar, se determind una
linea base (blanco), que corresponde a la conjugacion no enzimatica de ambos sustratos (CDNB
y GSH) y se midi6 de manera cinética la absorbancia de la solucion (buffer de fosfato de sodio
0,1 M pH 6,5 GSH 50 mM, CDNB 0,05 M). Posteriormente se agregaron 40 pl del
sobrenadante de 3000 x g del homogenado de células, se alcanz6 un volumen final de 1 ml y se
registré de manera cinética la absorbancia durante 2 minutos. La actividad se expresé como
pmoles de CDNB conjugado por minuto por mg de proteina, se utilizo el coeficiente de

extincion molar para el CDNB de 9,6 mM™* cm™,

5.2.2.6.2. Evaluacion de actividad de Catalasa:

La enzima Catalasa (CAT) participa en el metabolismo del H2O>, esta presente en la mayoria
de los 6rganos del cuerpo y su funcion es catalizar la reduccion de H,O2 a Oz y H20. A altas
concentraciones de H2O>, la CAT tiene la capacidad de reducirlo, puesto que la catalasa requiere
dos moléculas de H>O> para llevar a cabo la reduccion; por el contrario, a bajas concentraciones
de H20: decrece su eficiencia (Cemeli et al. 2009).

Para la determinacion de la actividad enzimatica se registré espectrofotométricamente de
manera continua la disminucion de la absorbancia del H-O> a una longitud de onda de 240 nm
(Beers and Sizer 1952; Ferrari et al. 2011; Mardirosian et al. 2015).

En un volumen final de 0,6 ml de buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7 con H20, 25 mM se
colocaron 30 pl del sobrenadante de 3000 x g del homogenado de células en cubeta de cuarzo
y se registr6 de manera continua durante 2 minutos, a 25°C, la disminucion de la absorbancia a
240 nm. Los valores de caida en la absorbancia fueron corregidos por hidr6lisis espontanea no
enzimatica del sustrato durante 2 minutos.

La actividad especifica de CAT se expresé como mmoles de H20; hidrolizados por minuto por
mg de proteina. Para los calculos de la actividad especifica se utilizd el coeficiente de
absortividad molar del H202, 40 M cm™,

5.2.2.6.3. Evaluacion de proteinas totales

Para estandarizar los valores de actividad enzimatica, se midio la concentracion de proteinas
totales. La determinacion en sobrenadante de 3000 x g fue realizada segun el método descripto
por (Lowry et al. 1951). La cantidad de proteinas se calculé a partir de la ecuacion de la recta

ajustada a una curva estandar de albumina sérica bovina y se expresé en mg de proteina por ml.
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5.2.3. Evaluacion de actividad biologica de la cascara de pifion en un modelo in vivo

El estudio in vivo consistio en evaluar el efecto antioxidante de un extracto de céscara de pifidn
(CTFC) en glandulas submandibulares de ratas tratadas con el citostatico ciclofosfamida (CF).
Se analizd la concentracion de acido urico (AU) y la actividad de la enzima superoxido
dismutasa (SOD), como marcadores de capacidad antioxidante, y la concentracion de
malondialdehido (MDA) resultante de la peroxidacion lipidica, como marcador de dafio
oxidativo, en ratas tratadas con CF.

El extracto se preparé a partir de una infusion elaborada diariamente con 2 g de cascara total de
pifiones frescos triturada, cada 100 ml de agua a 100°C. Se esperé que se enfrie y se filtré con
papel de filtro. EI extracto se suministrd por via oral como se describe més adelante. Por otra
parte, la dosis de CF administrada diariamente en los tratamientos correspondientes fue de 50
mg/kg peso corporal mediante una inyeccion intraperitoneal.

El experimento se realiz6 en los laboratorios del Dr. Adrian Mazzeo de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional de Cérdoba, quien desarroll6 este modelo a fin de
analizar los efectos de la CF y otras drogas oncoldgicas en glandulas salivares. El ensayo
incluyd 28 ratas machos albinas Wistar con una edad de 12 semanas y un peso corporal de
350/400 gramos. Las ratas fueron alojadas en jaulas individuales, en un bioterio con
temperatura e iluminacidon controlada y dieta para roedores de GEPSA Grupo Pilar SA
(Cordoba, Argentina) ad libitum. El cuidado y uso apropiado de las mismas se realiz6 segun la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH) y fueron aprobados por el
Comite de Bioética de la Facultad de Ciencias Meédicas de la Universidad Nacional de Cordoba
(33620180100414CB). Cada rata tenia acceso libre a comida y 50 ml de agua o extracto de
cascara de pifidn, por dia por tratamiento. En caso de que alguna rata consumiera los 50 ml del
agua o extracto en menos de 24 h, se agreg6 agua.

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos experimentales (7 por grupo) que se muestran en la
Tabla 19. En el octavo dia, fueron anestesiados con la administracion de una dosis conjunta de
ketamina y xylazina (80 y 12,8 mg/kg PC respectivamente) y se extirparon ambas glandulas
submandibulares. Al finalizar el procedimiento quirdrgico se procedi6 a la eutanasia de los
animales mediante una maniobra fisica de dislocacion cervical. Los animales fueron
mantenidos en ayuno 24 h previas al sacrificio.

Luego de la extraccion, una muestra de 10 mg de glandula submandibular fue homogeneizada
en buffer (de acuerdo a las especificaciones de cada kit analitico empleado), centrifugada a
13000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se analizaron en los sobrenadantes de cada muestra de

los cuatro grupos experimentales la actividad de SOD, concentracion de AU y MAD. Todas las
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determinaciones fueron realizadas por triplicado.

Tabla 19: Grupos experimentales utilizados para el estudio in vivo. CF= ciclofosfamida; CP= Céascara
de pifiones frescos.

GRUPO

Control

n=7

CF
n=7
CP+CF
n=7
CP
n=7

Dial Dia2 Dia3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Ayuno
Agua Agua Agua Agua Agua Agua
Agua
Agua Agua
Ayuno
Agua Agua Agua CF Ip. CF Ip. Agua
Agua

50mg/kg Pc 50mg/kg Pc

CP+CFlp. CP+CFlp.  Ayuno

CP CcP CcP CcP
50mg/kg Pc 50mg/kg Pc CP
Ayuno
CP CP CP CP CP CP cp

CF: ciclofosfamida; CP: extracto cascara de pifiones; Pc: peso corporal; Ip: intraperitoneal

5.2.3.1. Actividad de Superdxido dismutasa (SOD) en glandula submaxilar

Dia 8

Cirugia

Cirugia

Cirugia

Cirugia

La actividad enzimatica de SOD se determind espectrofotométricamente mediante el kit de
Ransod (Cat N° SD216) de Randox (Randox Laboratories Ltd., Crumlin Co., Antrim, Reino
Unido). EI mismo detecta a 505 nm de longitud de onda el colorante formazéan generado por

oxidacion de la sal de tretrazolio promovida por el anion superoxido (Figura 48). Asi, si la

muestra contiene elevada actividad de SOD, este anion es depurado y disminuira la produccion

del colorante, y viceversa. Como el anidn superoxido es muy inestable, debe ser artificialmente

producido in situ mediante la oxidacion especifica de xantinas. Los valores de actividad SOD

se expresaron en unidades por gramo de glandula (U/g).

: o N T .
Xantina 22, Acido trico + O,

. 0 ,
Sal de tetrazolio ——2— colorante formazan

0, + 0, + 2H* 22, 0, +H,0

Figura 48: Reacciones que ocurren en la medicién de actividad de
superoxido dismutasa mediante el kit Ransod XOD: xantina oxidasa,
O_': anion superdéxido
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5.2.3.2. Contenido de Acido Urico (AU) en glandula submaxilar

Para medir el contenido de AU se utiliz6 el método enzimético espectrofotométrico UOD/PAP
(Trinder Color; Wiener Lab). Segun dicha técnica, la cantidad de AU se determino por medicion
de la absorbancia del pigmento quinonimina de color rojizo que se vuelve mas intenso al

aumentar la concentracion de H202 y por ende, de AU (Figura 49).

Acido drico + 2 H,0+0, —Y90__, 3lantoina + H,0, + CO,

2H,0, + 4-AF +3,5-DHS — 22, quinonimina roja

Figura 49: Esquema de las reacciones utilizadas para medir contenido de &cido
arico. UOD: uricasa, POD: peroxidasa 4-AF: 4-aminofenazona 3,5-DHS: sal
sodica de 3,5-diclorohidroxibenceno sulfonico.

5.2.3.3. Contenido de malondialdehido (MDA) en glandula submaxilar

El analisis de peroxidacion lipidica en glandulas submandibulares de ratas Wistar se analiz6 a
través de la determinacidn de la concentracion de malondialdehido (MDA) con el Kit de ensayo
para MDA (ab118970) del laboratorio Abcam. En este ensayo, el MDA presente en la muestra,
resultante de la peroxidacion lipidica, reacciona con el acido tiobarbitdrico (TBA) y genera un
complejo MDA-TBA, que puede cuantificarse colorimétricamente a una longitud de onda de
532 nm. La curva de calibracion se obtuvo a partir de cantidades crecientes de la solucion
estandar de MDA (4,17 M) incubadas con TBA. Las muestras de tejido fueron lavadas en PBS
y luego homogeneizadas en una solucion de lisis junto con una solucion de BHT, ambas
aportadas por el kit. La mezcla fue centrifugada a 13000 x g por 10 minutos para remover
material insoluble y se recolectd el sobrenadante. A cada muestra y/o punto de la curva de
calibracion (200 pl) se le agregaron 600 pl de solucién TBA y se incubaron a 95°C durante 60
minutos. Luego, se enfriaron en un bafio de hielo durante 10 minutos. Por ultimo, se colocaron
200 I de la mezcla de reaccion en cada pozo de una multiplaca de 96 pozos y se realizo la
lectura en un Lector de microplacas Elisa a 532 nm. Los ensayos fueron realizados por

duplicado. El contenido de MDA se expres6 como M/g de glandula submandibular.

5.3. Resultados y discusion
5.3.1. Determinacion de citotoxicidad del extracto CHT-Uinf por fluorescencia

La citotoxicidad puede analizarse mediante técnicas que involucran el estudio y analisis de los
cambios dindmicos en la organizacion estructural durante los distintos estadios funcionales de
la célula. La técnica de doble tincion con DAF y YP permite, mediante microscopia de

fluorescencia, distinguir entre células no viables y viables, y a su vez, caracterizar los tipos
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celulares segun su morfologia. Algunas fotografias representativas de los distintos tratamientos

y el control se presentan en la Figura 50.

CHT-Uinf+As

Figura 50: Imagenes de células CHO-K1 luego de 2 h de tratamiento con 2 pg/ml de extracto
CHT-Uinf (fase inferior de la particion con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones
hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min), 5 pg/ml arsénico (As), la
combinacion de ambos (CHT-Uinf+As) y control tomadas con microscopio de fluorescencia
(100X). Flechas blancas: células viables normales; flechas amarillas: células viables
apoptéticas; flechas rojas: células no viables.

En primera instancia se determiné el nimero total (independientemente de su morfologia) de
células adheridas a la placa de cada tratamiento y el resultado fue graficado en la Figura 51 . Se
observo que el tratamiento con extracto CHT-Uinf mostré un nimero significativamente mayor
de células que los demas tratamientos y que el control. Si bien el tratamiento con As 5 pg/ml
presento el valor mas bajo en el nimero de células totales adheridas, no presento diferencias
significativas con el control y el tratamiento combinado con extracto y As. Segin Banfalvi
(2017), los cambios morfologicos relacionados a la adherencia de las células que inician la
apoptosis se dividen en cuatro estados: (1) preapoptético, (2) hinchazon, (3) redondeo, y (4)

flotacion. La presencia de mayor numero de células en los tratamientos con extracto muestra
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gue hay mayor numero de células adheridas. EI numero de células adheridas en el tratamiento
con As fue similar al del control, pero es posible que las células tratadas con As se encontraran
en un estado de apoptosis avanzado, previo al de flotacion, como se observé en los analisis

morfologicos que se describen a continuacion.

Promedio total de células
300

250
200
150 b
100

50

Control CHT-Uinf As CHT-Uinf+ As

Figura 51: Promedio total de células fluorescentes adheridas por campo bajo
distintos tratamientos: control, con extracto CHT-Uinf 2 pg/ml (fase inferior de la
particion con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min), con As 5 pg/ml y con la
combinacion de ambos. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey, p<0,05).

Cuando se compar6 la marcacion con fluor6foros en cada tratamiento, no se observaron
diferencias significativas en la cantidad de células tefiidas con FDA (viables) y tefiidas con YP
(no viables) entre los controles y el tratamiento con As. Por otro lado, fue muy baja (0,4% del
total) la cantidad de células no viables totalmente tefiidas con YP (citoplasma y nucleo rojos,
en apoptosis avanzada) en el tratamiento con el extracto CHT-Uinf. Mientras que, se encontrd
una proporcion aumentada (16,5 % del total) de células no viables (nucleo rojo, en proceso de
necrosis, se marca con una flecha roja en la Figura 50) en el tratamiento conjunto CHT-
Uinf+As. Las células redondas, pequefias y en contacto con otras células, fueron consideradas
en proceso de division celular y no fueron consideradas en la valoracion de diferencias
morfologicas. Asimismo se analizo la proporcion de células viables con la morfologia normal
de una célula CHO-K1 (con forma alargada y poligonal, adherida a la superficie de la placa y
en contacto con células adyacentes) y también la proporcion de células viables con morfologia
redondeada y separadas de las demas (viables en estado 3 de apoptosis) (Desjardins y
MacManus 1995; Banfalvi 2017) (Figura 52).
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Figura 52: Ejemplos de tipos celulares hallados en los distintos tratamientos: a) célula no viable con
nucleo tefiido con YP (células necrdticas); b) célula no viable teflida completa con YP (estado avanzado
de apoptosis); c) célula viable con forma redondeada y aislada (en proceso de apoptosis); y d) célula
viable con morfologia normal.

La Figura 53 muestra que no se encontraron diferencias significativas en las proporciones de
células viables normales y viables apoptéticas entre el control y el tratamiento con extracto;
ambos presentaron cerca de un 70% de células viables normales y aproximadamente un 23%
de células viables redondas (se indican con flechas amarillas las células viables apoptoticas y
con flechas blancas las células viables normales en la Figura 50). En contraste, el tratamiento
con As presentd un 89% de células viables apoptoticas y un 5% de células viables normales.
Este resultado evidencia que la exposicion a As durante 2 horas, aunque no redujo el nimero
de células adheridas, generé un aumento significativo en la proporcion de células viables que
iniciaron un proceso de apoptosis. Estas células se observaron redondas grandes y separadas,
pero con sus membranas integras, ya que no presentaron tincion con YP (se indican con flechas
en la Figura 50). En este sentido, el tratamiento con As no caus6 un aumento en la proporcion
de células tefiidas con YP con respecto al control. El tratamiento combinado de As con el
extracto de cascara de pifion mostrd proporciones similares de células viables normales y
apoptoticas (41 y 43%) (ambos tipos celulares se indican en la Figura 50 con flechas blancas y
amarillas, respectivamente),. Esto evidencia cierto efecto protector del extracto sobre la
toxicidad inducida por el As, que presentd 5% de celulas viables normales y 89% de apoptoéticas
(Figura 53).
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Proporcidn de tipos celulares
100%

80%
Viables normales
60% = Viables redondas
= No viables ndcleo
40% ® No viables completa

20%

Control CHT-Uinf As CHT-Uinf+As

0%

Figura 53: Proporcién de tipos de células adheridas por campo bajo distintos tratamientos: control,
con extracto de cascara de pifion CHT-Uinf 2ug/ml (fase inferior de la particion con acetato de etilo
del extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min),
con As 5 pg/ml y con la combinacién de ambos.

Al conjugar los resultados de nimero de células adheridas y su viabilidad/morfologia para los
diferentes tratamientos, se encontr6 que el valor promedio de células normales observadas en
cada campo fue mayor en el tratamiento con extracto CHT-Uinf > control > As+ CHT-Uinf >
As (Figuras 51 y 53). Sobre la base de este resultado, no se puede descartar un efecto
proliferativo o inhibidor de la muerte celular del extracto de la cascara del pifion. Este extracto
inhibiria principalmente la muerte por necrosis ya que en el tratamiento con CHT-Uinf se
encontrd el menor valor relativo (porcentual) y absoluto (nimero de células adheridas) de
células con nucleos rojos (tefiidas con YP) con respecto a los demas tratamientos. Sélo el efecto
proliferativo parece mantenerse como parte del efecto protector frente a un agente oxidante
como el As, ya que la proporcion de células inviables (necréticas con nucleos rojos y
apoptéticas con citoplasma y ndcleo rojos), aumenta en el tratamiento combinado. Estos
efectos, tales como cambios en la morfologia celular, efecto inhibidor de necrosis y protector
de la viabilidad frente a As, han sido observados en cultivos de células VERO y CHO-K1
tratadas con extractos antioxidantes de otras especies vegetales (Soria et al. 2008, 2010b).

5.3.2. Determinacion de citotoxicidad del extracto CHT-Uinf por cristal violeta
Asimismo, se evalud si el extracto CHT-Uinf presentaba algun efecto toxico sobre la linea
celular CHO-K1 a través del uso de la técnica de tincion de cristal violeta. Los resultados de

las determinaciones espectrofotométricas (expresados como porcentaje de viabilidad o de
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absorbancia de células adheridas, respecto al control, 100%) sugieren que no habria efectos en
la viabilidad de células en los tratamientos con extracto, con As 5 pg/ml y con la combinacion
de ambos luego de 2 h de exposicidn (Figura 54). La técnica de tincion con cristal violeta es un
método rapido y versatil para testear la viabilidad celular bajo diversas condiciones, aunque
esta potencialmente comprometida por respuestas proliferativas que ocurren al mismo tiempo
que las respuestas de muerte celular y es insensible a cambios en el metabolismo celular
(Aslanturk 2013). En el presente estudio, esta técnica no arrojo diferencias quizas porque
muchas de las células en mitosis, que estdn débilmente adheridas, se liberan con esta
metodologia de tincion, o porque el tiempo de exposicidén fue menor al necesario para generar
cambios significativos dentro del rango de medicion de la misma. Este tiempo fue elegido
mediante la valoracion de la cantidad de células adheridas y viables (DAF positivas) a distintos
tiempos de incubacién con As 5 pg/ml. Los resultados indicaron que 2 h es el maximo tiempo
de incubacidon que permite estudiar los cambios morfoldgicos producidos por As, sin alcanzarse
el estado de flotacion, el cual no permite tal analisis. Asi, no se puede descartar que mayores
tiempos de exposicion revelen algun efecto tdxico del extracto CHT-Uinf sobre las células y

que éstas se liberen de la monocapa tefiida.

Porcentaje de viabilidad celular (%0)
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Control CHT-Uinf As CHT-Uinf + As

Figura 54: Porcentaje de viabilidad celular de células CHO-K1 tefiidas
con cristal violeta tratadas con extracto CHT-Uinf 2ug/ml (fase inferior
de la particion con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones
hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min), As
5 pg/ml, la combinacion de ambos y control durante 2 h en 2
experimentos con 8 réplicas.

Cuando se analizaron las imagenes de las placas con las células tefiidas con cristal violeta al

microscopio optico, se pudieron observar cambios que no fueron evidenciados por la medicion
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de absorbancia. En la Figura 55 se observa que tanto las células del control como las expuestas
al extracto presentan morfologia tipica alargada, con ndcleos normales con cromatina laxa, las
cuales son caracteristicas de células viables en interfase (indicado con flechas blancas en Figura
55); aunque a diferencia de las células control, las expuestas al extracto presentaron mayor
distancia entre ellas. Como se mencion6 antes, esto ultimo podria estar relacionado al
desprendimiento de las células en proceso de mitosis. Por su parte, las células expuestas a As
presentaron mayor intensidad en su coloracion, probablemente debido a que los nucleos se ven
picnoticos por la condensacion de la cromatina, y células mas redondeadas con morfologia no
tipica de células epiteliales sino de células en proceso de apoptosis (indicado con flechas
amarillas en Figura 55). Estas caracteristicas morfoldgicas y tintoriales concuerdan con los
resultados hallados en estudios que evalUan citotoxicidad y genotoxicidad en células expuestas
a As (Hanna y Taylor 1985; Dopp et al. 2004) y con los resultados propios obtenidos con
marcacion por DAF y YP. En cuanto a las células expuestas a ambos, As y extracto, se observa
cierta variabilidad entre ellas: algunas tienen morfologia tipica, en contacto con las adyacentes
y con nucleos claros, mientras que otras presentan cromatina condensada, formas redondeadas
y mas separadas entre si (indicadas en la Figura 55 con flechas blancas y amarillas,
respectivamente). Esto podria ser indicio de que el extracto disminuiria en parte los efectos
toxicos del As en estas condiciones, lo cual resulta coherente con los resultados con marcacion
por DAF y YP, los cuales indican similares proporciones de células viables normales y
apoptoticas. Cabe aclarar que en ambas valoraciones no se contabilizaron las células en proceso
de mitosis, ya sea porque no se considerd esa morfologia, 0 porque se despegaron durante la
aplicacion de la técnica de tincién con cristal violeta.

Asi, tanto las diferencias en la intensidad de coloracion como la falta de cuantificacion de las
células que se despegan por presentar baja adherencia durante la mitosis, podrian conjugarse y
ocasionar que los valores de absorbancia no muestren diferencias significativas entre los
tratamientos.

Se destaca, sin embargo, que el estudio al microscopio Optico evidencié diferencias

morfoldgicas relevantes, en concordancia con lo observado en la tincidn con los fluoréforos.
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Figura 55: Fotografias representativas tomadas con microscopio (100X) de células expuestas a
extracto CHT-Uinf 2ug/ml (fase inferior de la particion con acetato de etilo del extracto de cascara
de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min), As 5 ppm, la
combinacion de ambos y el control tefiidas con cristal violeta. Flechas blancas: células viables
normales; flechas amarillas: células viables apoptéticas.

5.3.3. Determinacién de hidroperoxidos celulares

Numerosos estudios han demostrado que existe una estrecha relacion entre los contaminantes
ambientales prooxidantes y el riesgo de desarrollar distintas enfermedades (entre otros:
Mohammed Abdul et al. 2015; Tchounwou et al. 2019; Kocadal et al. 2020; Peters et al. 2021).
La generacion de EROs y ERNs asi como el desequilibrio en el sistema de defensa antioxidante,
se proponen como uno de los mecanismos principales de causa de enfermedades inducidas por
este tipo de agentes quimicos (Zheng et al. 2020). En condiciones homeostaticas, los radicales
libres son producidos de manera controlada en reacciones de 6xido-reduccion como parte de
un sistema fisiol6gico celular. Se ha demostrado que entre estos toxicos ambientales, los
metales pesados, el As y los plaguicidas generan EROs y ERNs y por consiguiente un
desequilibrio en el estatus prooxidante/antioxidante. Este desbalance resulta en alteraciones
conformacionales y oxidativas en biomoléculas claves como proteinas, lipidos y &cidos

115



nucleicos (Pisoschi et al. 2021). El As es un contaminante ambiental vinculado a numerosas
enfermedades y se sabe que el principal mecanismo de su toxicidad es a través de la induccion
de estrés oxidativo (Wang et al. 2019) el cual puede ser aminorado por antioxidantes vegetales,
como se ha demostrado en diferentes estudios realizados por este grupo de investigacion (entre
otros: Soria 2008; Soria et al. 2014, 2015; Ramos Elizagaray et al. 2019). Por eso resultd
interesante evaluar el efecto del extracto de céascara de pifion sobre la formacion de
hidroperdxidos en células expuestas a As. Para estos ensayos, se tuvieron en cuenta los
resultados mostrados previamente al evaluar citotoxicidad. Si bien 5 pg/ml de As fueron
suficientes para inducir algunos cambios morfoldgicos, consistentes con inicio de apoptosis, la
cantidad de células tefiidas con cristal violeta o las proporciones DAF/YP no evidenciaron
diferencias significativas con los controles. Por esto, los ensayos a fin de evaluar la capacidad
protectora de los extractos de cascara de pifion, a través del analisis de la concentracion de HP
celulares, se realizaron con una concentracion mayor de As. En estudios previos del grupo se
determind que las células CHO-K1 tratadas durante 2 h con hasta 15 pg/ml de As no presentaron
una disminucion significativa de la tincion con cristal violeta con respecto al control, pero si
cambios significativos en la produccién de hidroperoxidos, activacion de quinasas y otros

marcadores de estrés oxidativo (Bongiovanni et al. 2007; Soria et al. 2010a).

5.3.3.1. Determinacion de hidroperéxidos acuosos (HP acuosos)

En primera instancia, se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de As en la formacion
de HP. La Figura 56 muestra que no se encontraron diferencias significativas en la formacion
de hidroperdxidos acuosos entre el control y las células expuestas a 5 pg/ml de As
(concentracion usada en ensayos mostrados en las secciones 5.3.1 y 5.3.2), mientras que se
obtuvo un valor significativamente mayor de hidroperdxidos acuosos en las células tratadas con
10 pg/ml de As (20 veces mayor con respecto al valor control). Estos resultados son coherentes
con los mostrados anteriormente, que indican que la mayor parte de las células CHO-K1
tratadas con 5 pg/ml de As (89%) estaria en una etapa muy temprana de la apoptosis. En
consecuencia, 2 h de incubacion con 10 pg/ml de As fue la condicion seleccionada para estudiar
el efecto protector de los dos extractos de cascara de pifion seleccionados por su alto poder

antioxidante.
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Figura 56: Formacion de hidroperoxidos acuosos en células CHO-K1
cultivadas bajo las siguientes condiciones por 2 h: Control, As 5 pg/ml y As
10 pg/ml. Los datos son promedio de dos experimentos con 8 réplicas,
expresados en pM H»0,/10000 células. Asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

Se evaluo la formacién de HP acuosos en células tratadas con los extractos CHT-U 60°C 25" y
CTT-U 60°C 50" a diferentes concentraciones. Los resultados muestran que las células tratadas
con el extracto CHT-U 60°C 25" en una concentracién de 4 y 8 pg/ml no presentan diferencias
significativas en la formacion de HP acuosos con respecto al control, mientras que el extracto
CTT-U 60°C 50" no presenta diferencias significativas a concentraciones menores o0 iguales a
20 pg/ml  (Figura 57). Ambos extractos en concentraciones mayores aumentan
significativamente la formacion de HP acuosos en las células tratadas y esto es mas notable con
el extracto CTT-U 60°C 507, que muestra un aumento de 15,7 y 25,5 veces con respecto al
control en las concentraciones de 40 pg/ml y 80 pg/ml, respectivamente (Figura 57). Estos
resultados indican que los extractos pueden tener un efecto prooxidante dependiente de la

concentracion. Este fendmeno ha sido descrito para varios polifenoles (Scutto et al., 2022).
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Figura 57: Formacion de hidroperoxidos acuosos en células CHO-K1 cultivadas bajo las siguientes
condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT-U 60°C 25"y CTT-U 60°C 50" en distintas concentraciones
(4, 8, 20, 40 y 80 pg/ml). CHT U 60°C 25m: extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C con
posterior tratamiento con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT U 60°C 50m: extracto de cascara
de pifiones tostados a 100°C con posterior tratamiento con ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los
datos son promedio de dos experimentos con 8 réplicas, expresados en concentracion relativa respecto
al control (al control se le asign6 un valor de 1, que corresponde a 0,11 puM H,O,/ 10000 células).
Asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

Concentracion relativva de HP acuosos

Para evaluar el posible efecto protector de los extractos frente a la exposicion a 10 pg/ml de As,
gue aumento 14 veces la cantidad de HP acuosos, se utilizaron las concentraciones 8 y 20 pg/ml
de los mismos. Los resultados obtenidos muestran que las células expuestas a 10 pg/ml As 'y
tratadas con 8 pg/ml del extracto CHT-U 60°C 25" no muestran diferencias significativas en la
formacion de HP acuosos en comparacién con el control, lo que sugiere un fuerte efecto
protector (Figura 58). Cuando se utiliza una mayor concentracion de este extracto (20 pg/ml)
se observa un aumento en la cantidad de HP acuosos, aunque el efecto es menor que el esperado
de la sumatoria As+extracto (Figura 58). Lo mismo se observa en las células tratadas con 10
pg/ml de As en conjunto con 8 0 20 pg/ml del extracto CTT-U 60°C 50°. Es decir que, solo el
extracto CHT-U 60°C 25" fue capaz de inhibir totalmente la formacion de HP inducida por As
a una concentracion baja (8 pg/ml), aunque las otras mezclas de As y extractos reflejan un valor
de HP menor al esperable de la sumatoria 0 combinacién de los resultados individuales. Estos
resultados podrian indicar un fendmeno de hormesis, con un efecto protector importante a bajas
concentraciones que disminuye conforme se aumenta la dosis, como se ha observado para
algunos polifenoles (Carecho et al. 2022; Murakami 2022). Esto también podria reflejar el

efecto prooxidante que se ha observado para la quercetina (presente en ambos extractos; Tabla
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18) en células CHO-K1; sin embargo, este flavonoide es también capaz de prevenir en parte la
produccion de HP acuosos en estas células cuando es suministrado conjuntamente con As (Soria
et al. 2007b, 2010a). Por otro lado, también estarian involucradas las respuestas del sistema
antioxidante endogeno celular, que pueden ser diferencialmente afectadas por As, extractos y

sus combinaciones que modulan sus efectos (Flora 2011).
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Figura 58: Formacién de hidroperoxidos acuosos en células CHO-K1 cultivadas bajo
las siguientes condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT-U 60°C 25" y CTT-U 60°C
50" en distintas concentraciones (8 y 20 pg/ml) con 10 pg/ml de As. CHT U 60°C 25m:
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C
durante 25 min; CTT U 60°C 50m: extracto de cascara de pifiones tostados a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos
experimentos con 8 réplicas, expresados en concentracion relativa respecto al control
(al control se le asigné un valor de 1, que corresponde a 0,11 uM H»0,/10000 células.
Asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

Para analizar con mas detalle el efecto protector o prooxidante de los extractos sobre las células
CHO-K1, se evalué la formacion de HP acuosos por exposicion a dos concentraciones de las
fracciones purificadas obtenidas por particion con acetato de etilo a partir de los extractos CHT-
U 60°C 25" y CTT-U 60°C 50" (Figura 59). Las celulas tratadas con el extracto CHT-Uinf
(acuoso) no mostraron diferencias significativas con el control, aunque las tratadas con el
extracto CHT-Usup (organico) aumentaron significativamente en ambas concentraciones el
contenido de HP acuosos de las células, lo cual denota un enriquecimiento del efecto

prooxidante en la fraccion organica. No se encontraron diferencias significativas entre el control
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y ambas particiones provenientes del extracto de cascaras tostadas (CTT-U sup o inf) a una
concentracion de 4 pg/ml; mientras que a 40 pg/ml aument6 significativamente la
concentracion de HP acuosos (Figura 59). Estos resultados podrian indicar que los factores
responsables del efecto prooxidante del extracto CHT-U 60°C 25" (evidente a concentraciones
superiores a 20 pg/ml) son particionados hacia la fase organica, mientras que el efecto
prooxidante del extracto CTT-U 60°C 50 (observado a 40 pg/ml) se evidencia en ambas
particiones, si bien resulta menor (Figura 59). También indicaria que la quercetina no seria la
principal responsable del alto valor de HP acuosos observados bajo el tratamiento con CHT-
Usup, porque el extracto CTT-Usup es el que contiene la mayor concentracion de este
flavonoide.
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Figura 59: Formacion de hidroperdxidos acuosos en células CHO-K1 expuestas durante 2 h:
a los siguientes tratamientos: Extractos CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup o CTT-Uinf en dos
concentraciones (4 'y 40 pg/ml) y control. CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior del
fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT-Usup y CTT-Uinf: fase superior e
inferior del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones tostados
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos experimentos
con 8 réplicas, expresados en concentracion relativa respecto al control (al control se le
asigné un valor de 1, que corresponde a 0,11 puM H,0,/10000 células. Asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

Al analizar el efecto de los extractos sobre la concentracion de HP acuosos en células expuestas
conjuntamente con As (Figura 60), se observé que los valores obtenidos son menores que la
sumatoria de los hallados en los tratamientos individuales (porque 10 pg/ml de As inducia un
aumento de 14 veces en la concentracion de HP). Esto indicaria que todas las fracciones de los

extractos evaluadas tienen un efecto protector, aunque sélo las fracciones de la cascara tostada

fueron capaces de prevenir totalmente el efecto prooxidante del As. La fase superior (CTT-
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Usup es la que contiene los valores mas altos de acido galico, catequina y quercetina,
posiblemente involucrados en este efecto protector. Por otra parte, la fase organica del extracto
de cascara hervida (CHT-Usup), que presento un efecto prooxidante (aumento de HP acuosos),
tuvo un efecto levemente protector porque la concentracion de HP resultantes del tratamiento
combinado As+extracto fue menor que la sumatoria de los valores obtenidos en los tratamientos
individuales. Se puede concluir que si bien los extractos analizados pueden presentar un efecto
prooxidante que depende de la concentracién utilizada, al ser suministrados conjuntamente con
un agente prooxidante como el As, se manifiesta el efecto protector. Por otra parte, la
proporcion y actividad de los compuestos responsables de estos efectos contrapuestos seria
modificada por el método de obtencion del extracto (céscara hervida o tostada) y la afinidad de
los mismos por solventes acuosos u organicos.

En este sentido, la particion con acetato de etilo permitiria obtener una fase acuosa del extracto
de céscara hervida (CHT-Uinf), enriquecida en metabolitos capaces de contrarrestar el efecto
del As sobre la produccion de HP acuosos (2,6 vs. 14 veces el valor del control; CHT-Uinf+As
vs. As).
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Figura 60: Formacion de hidroperdxidos acuosos en células CHO-K1 cultivadas bajo las siguientes
condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup o CTT-Uinf en dos
concentraciones (8 y 20 pug/ml) con 10 pg/ml As. CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior del
fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido
con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT-Usup y CTT-Uinf: fase superior e inferior del
fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de céscara de pifiones tostados obtenido con
ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos experimentos con 8 réplicas,
expresados en concentracion relativa respecto al control (al control se le asignd un valor de 1, que
corresponde a 0,11 pM H»0,/10000 células. Asteriscos indican diferencias significativas con respecto
al control (Tukey, p<0,05).
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5.3.3.2. Determinacién de hidroperdxidos lipidicos (HP lipidicos)

Los productos iniciales de la peroxidacion de los lipidos, generalmente &cidos grasos
poliinsaturados, son los hidroperdxidos lipidicos. Estas sustancias activas se descomponen en
varios aldehidos (malondialdehido es el mas conocido) o, si el &cido graso original es el acido
araquidonico, en isoprostanos. Todos estos productos de degradacién y descomposicion se
utilizan en la evaluacion del estrés oxidativo, por lo que los HP lipidicos solo representan uno
de los tantos marcadores de este proceso complejo (Dotan et al. 2004). En secciones anteriores
se ha mostrado que las células CHO-K1 expuestas a 5 pg/ml de As presentan algunas
alteraciones coherentes con un estadio temprano de apoptosis, viables y redondeadas (89% del
total) (Figura 53). Resultados previos, indican que la muerte celular sélo es observada con dosis
superiores a 15 pg/ml de As (Bongiovanni et al. 2007) o después de 4 horas de incubacion
(Soria et al. 2010b). En la Figura 61 se observa que 5 0 10 pg/ml de As no fueron suficientes
para alterar la produccién de HP lipidicos, aungque se observo un aumento significativo de la
concentracion de HP acuosos. Esto indicaria que el sistema antioxidante enddgeno seria capaz
de controlar en parte el estado redox en las condiciones ensayadas, y asi evitar un dafio

oxidativo significativo en membranas, en estadios tempranos de apoptosis.
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Figura 61: Formacion de hidroperdxidos lipidicos en células
CHO-K1 cultivadas bajo las siguientes condiciones por 2 h:
Control, As 5 ug/mly As 10 pg/ml. Los datos son promedio de dos
experimentos con 8 réplicas, expresados en UM tBuOH/10000
células.

Por otra parte, tampoco se observaron diferencias significativas en la formacion de HP lipidicos
en comparacion con el control, cuando las células fueron expuestas a los extractos CHT-U 60°C
25" o CTT-U 60°C 507, en las concentraciones ensayadas (Figura 62). Si bien se habia

observado que ambos extractos causaban un aumento de HP acuosos en concentraciones >20
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pg/ml para CHT-U 60°C 25" y >40 ug/ml para CTT-U 60°C 50°. Esto podria indicar que los
extractos tienen efecto prooxidante evidenciado en la formacion de H2O> y otros peroxidos
acuosos, sin embargo no ocasionaria dafio por peroxidacion de lipidos de membrana en las

concentraciones ensayadas.
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Figura 62: Formacion de hidroperdxidos orgénicos en células CHO-K1 cultivadas bajo las
siguientes condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT US 60°C 25" y Extracto CTT US 60°C 50" en
distintas concentraciones (4, 8, 20, 40 y 80 pg/ml). CHT U 60°C 25m: extracto de cascara de pifiones
hervidos a 100°C con posterior tratamiento con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT U 60°C
50m: extracto de cascara de pifiones tostados a 100°C con posterior tratamiento con ultrasonido a
60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos experimentos con 8 réplicas, expresados en
concentracion relativa respecto al control (al control se le asign6 un valor de 1, que corresponde a
0,9 uM tBuOH/10000 células).

Los resultados mostrados en la Figura 63 denotan que las células expuestas a 10 pg/ml de As 'y
tratadas conjuntamente con diferentes concentraciones de los extractos CHT US 60°C 250
CTT US 60°C 50" no presentan alteraciones significativas en la concentracion de HP lipidicos
respecto al control. Estos resultados se repiten cuando se particionan en fases organicas
(superior) y acuosas (inferior) (Figuras 64 y 65). Sin embargo, dicho extracto en conjunto con
As no presento diferencias significativas con el control. El Gnico tratamiento que presentd un
efecto significativo fue As+CTT-Uinf 20 pg/ml en el cual disminuyen significativamente los
HP lipidicos respecto al control. Los extractos CTT-U (inf y sup) habian mostrado la capacidad
de revertir totalmente el aumento de HP acuosos cuando fueron incorporados junto con As. En
este caso, la combinacion As+CTT-Uinf 20 pg/ml seria capaz de disminuir la concentracion de
HP lipidicos, por debajo del valor control. Sin embargo, se repite el hecho de que la
combinacion de ambos puede tener un efecto diferente al del As y los extractos por separado.
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Figura 63: Formacion de hidroperdxidos organicos en células CHO-K1 cultivadas bajo
las siguientes condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT US 60°C 25" y CTT US 60°C
50" en distintas concentraciones (8 y 20 pg/ml) con 10 pg/ml de As. CHT U 60°C 25m:
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante
25 min; CTT U 60°C 50m: extracto de cascara de pifiones tostados a 100°C obtenido con
ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos experimentos con 8
réplicas, expresados en concentracion relativa respecto al control (al control se le asigno
un valor de 1, que corresponde a 0,9 uM tBuOH/10000 células).
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Figura 64: Formacion de hidroperoxidos organicos en células CHO-K1 cultivadas bajo las
siguientes condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup y CTT-Uinf
en distintas concentraciones (4, 20 y 40 pg/ml). CHT-Usup y CHT-Uinf: fase superior e inferior
del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C
obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT-Usup y CTT-Uinf: fase superior e inferior
del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones tostados obtenido con
ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos experimentos con 8 réplicas,
expresados en concentracion relativa respecto al control (al control se le asigné un valor de 1, que
corresponde a 0,9 uM tBuOH/10000 células).
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Figura 65: Formacién de hidroperdxidos organicos en células CHO-K1 cultivadas bajo las
siguientes condiciones por 2 h: Control, Extracto CHT-Usup, CHT-Uinf, CTT-Usup y CTT-Uinf en
distintas concentraciones (4, 20 y 40 pg/ml) con 10 pg/ml de As. CHT-Usup y CHT-Uinf: fase
superior e inferior del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones
hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25 min; CTT-Usup y CTT-Uinf: fase
superior e inferior del fraccionamiento con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones
tostados obtenido con ultrasonido a 60°C durante 50 min. Los datos son promedio de dos
experimentos con 8 réplicas, expresados en concentracién relativa respecto al control (al control se
le asigndé un valor de 1, que corresponde a 0,9 uM tBuOH/10000 células). Asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

5.3.4. Actividad enzimatica
5.3.4.1. Actividad de la enzima Glutation S-transferasa

Al determinar la actividad especifica de GST se observé un incremento significativo del 30%
en las células CHO-K1 expuestas a 5 pg/ml de As con respecto al control (Figura 66). Estos
resultados concuerdan con estudios sobre el efecto del As en el sistema antioxidante de céelulas
y tejidos de mamiferos, en los que se ha observado un incremento de la actividad de la enzima
GST, como también de las enzimas SOD y Glutation peroxidasa (GPx), las cuales forman parte
del sistema antioxidante enddgeno (Oyagbemi et al. 2017; Wang et al. 2019). Esto se asocia
con la existencia de una respuesta antioxidante que se activa en presencia de ciertos compuestos
o0 elementos, incluido el As, para contrarrestar un desbalance del estado redox y que involucra
al factor 2 relacionado con el factor nuclear E2 (Nrf2) (Wang et al. 2019). Este factor de
transcripcion responde a dicho estrés uniéndose al elemento de respuesta antioxidante (ARE)
en el promotor de genes que codifican enzimas con funciones antioxidantes y detoxificantes

(Vomhof-DeKrey y Picklo 2012). Por otra parte, es importante sefialar que en otros estudios se
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ha encontrado que la exposicion a As durante un tiempo mas prolongado o en mayor
concentracion provoca una disminucion significativa de la actividad de GST, lo que denota un
efecto contraproducente de este metaloide que conduce a dafio oxidativo (Dobritzsch et al.
2020). Por lo tanto, los resultados hallados muestran una respuesta adaptativa a baja
concentracion (que probablemente involucra a la respuesta protectora del sistema Nrf2/ARE) y
un efecto toxico a una mayor concentraciéon de As (aumento de HP acuosos). Cabe aclarar que
en este estudio, se observo que si bien las células CHO-K1 expuestas a 5 pg/ml de As estarian
en un estadio temprano de apoptosis, el porcentaje de viabilidad fue similar al control.

Por su parte, el extracto de cascara de pifion, CHT-Uinf, también caus6 un aumento
significativo de la actividad de GST con respecto al control (Figura 66). En relacion a este
resultado, se ha encontrado que los compuestos fendlicos de infusiones de Camelia sinensis,
extractos de pulpa de manzana y de granada aumentan la expresion génica de enzimas
antioxidantes y detoxificantes a traves de la induccion del factor de transcripcion Nrf2 (Kim et
al. 2014; Sharma et al. 2016; Li et al. 2017; Truong y Jeong 2022). En particular, el flavonoide
quercetina, que ha sido identificado en el extracto CHT-Uinf, es una de las sustancias que
dispara la respuesta del ARE (May He 2012). Por ultimo, la actividad de GST en el tratamiento
que combina As con extracto no presentd diferencias significativas con la del control, lo que
evidencia la anulacion de las respuestas individuales de estos tratamientos. Es importante
sefialar que no se produjo disminucidon de la actividad enzimatica bajo ningln tratamiento. En
las condiciones ensayadas de tiempo, concentracion y linea celular, de manera similar a lo
descripto en las secciones anteriores se observa que las respuestas o valores obtenidos en
tratamientos conjuntos de extractos y As, no corresponden a la sumatoria de los individuales.
Esto se relacionaria con que los polifenoles, al participar de diferentes vias de sefializacion y
activar respuestas adaptativas, presentan una notable capacidad para modular diferentes
mecanismos como la respuesta al estrés oxidativo, la toxicidad de los metales, la apoptosis y la

respuesta del sistema inmune, entre otros (Carecho et al. 2022; Murakami 2022).
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Figura 66: Actividad especifica de GST expresada en Ul/mg
proteina en células CHO-K1 expuestas 2 h a 400 pg/ml de extracto
CHT-Uinf (fase inferior de la particion con acetato de etilo del
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con
ultrasonido a 60°C durante 25 min), 5 pug/ml de As, la combinacién
de ambos y el control. Asteriscos indican diferencias significativas
con respecto al control Tukey, (p<0,05).

5.3.4.2. Actividad de la enzima catalasa

La actividad especifica de la enzima catalasa (CAT) no difirid significativamente entre el
tratamiento con extracto CHT-Uinf y el control, con valores de 32,85 y 34,75 Ul/mg de
proteina, respectivamente (Figura 67). Por su parte, el tratamiento con As aumento levemente
la actividad de CAT con respecto al control y este aumento no fue observado en el tratamiento
con As y extracto o con extracto solo, ya que no se encontraron diferencias significativas en la
actividad de CAT respecto al control (Figura 67). Este resultado concuerda con la alteracion
que generd el As en la enzima GST, que denota un efecto protector a una baja concentracion y
un tiempo corto de exposicién. En general, la exposicion a corto plazo a bajas concentraciones
de As puede aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes; mientras que la exposicion
cronica disminuye su actividad (Flora 2011). Se ha demostrado que el dafio oxidativo del As
en células puede ser disminuido con el agregado de las enzimas CAT y SOD por su accién de
dismutacion de EROs como el H20: y el anidn superdxido, respectivamente (Kessel et al.
2002). Por otro lado, en dos estudios de ratas, se encontrd que el extracto obtenido de bréacteas
de A. angustifolia prevenia la alteracion en la actividad de CAT, que se incrementaba bajo estrés
oxidativo (Souza et al. 2014; de Souza Machado et al. 2015).
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Figura 67: Actividad especifica de catalasa expresada en Ul/mg
proteina en células CHO-K1 expuestas 2 h a 400 pg/ml de extracto
CHT-Uinf (fase inferior de la particion con acetato de etilo del
extracto de cascara de pifiones hervidos a 100°C obtenido con
ultrasonido a 60°C durante 25 min), 5 pg/ml de As, la combinacion
de ambos y el control. Asteriscos indican diferencias significativas
con respecto al control (Tukey, p<0,05).

5.3.4.3. Contenido de proteinas totales

Los resultados de contenido de proteinas en el sobrenadante de células sometidas a los
tratamientos y el control, se muestran en la Figura 68. Tanto en el tratamiento con As como en
el del extracto de cascara de pifion CHT-Uinf por separado, se observo un aumento significativo
del contenido de proteinas respecto al control. Como se mostro previamente, este extracto causé
un aumento en el namero total de células que estaria relacionado con el valor observado en el
contenido de proteinas. Asimismo, se conoce que diversos nutracéuticos de origen vegetal
pueden inducir la transcripcion de los vitagenes (numerosos genes involucrados en reparacion),
lo que llevaria a un aumento de la expresion de las proteinas que proporcionan los medios para
mantener la homeostasis (Franco et al. 2022). Por otra parte, como se describio previamente, el
As en las condiciones ensayadas no afect6 significativamente el nimero de células totales, si
bien se ha reportado que este metaloide a bajas concentraciones genera la activacion de vias
vinculadas a la respuesta al estrés, entre ellas, la proliferacion a través de la cascada de quinasas
activadas por mitégenos (MAPK); mientras que a altas concentraciones activa vias que
conducen a la apoptosis (Minatel et al. 2018; Medda et al. 2021). En el presente estudio, se
observo que el As increment6 los HP acuosos pero no causo alteracion en membranas ya que

no aumento el nivel de HP lipidicos y las celulas mantuvieron su integridad. Asimismo, tanto
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este metaloide como el extracto de cascara de pifion CHT-Uinf, incrementaron la actividad de
GST, consistente con la induccion de una respuesta adaptativa temprana. Asi, los aumentos en
la concentracion de proteinas, inducidos por los tratamientos As y extracto CHT-Uinf de forma
individual, serian coherentes con la activacion del proceso denominado “respuesta al estrés”,
inducido para contrarrestar los efectos de los mismos. Este efecto seria atenuado cuando se
realiza la exposicion conjunta a extracto y As. En este sentido, la concentracion de proteinas
celulares mostré el mismo perfil que el observado para los otros parametros estudiados: la
concentracion de proteinas de la combinacion de ambos tratamientos no mostro diferencias

significativas con respecto al control.

Contenido de proteinas totales
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Figura 68: Contenido de proteinas totales en células CHO-K1
expuestas 2 h a 400 pg/ml de extracto CHT-Uinf (fase inferior de
la particion con acetato de etilo del extracto de cascara de pifiones
hervidos a 100°C obtenido con ultrasonido a 60°C durante 25
min), 5 pg/ml de As, la combinacion de ambos y el control.
Asteriscos indican diferencias significativas con el control (Tukey,
p<0,05).

5.3.5. Actividad de extracto de cascara de pifion in vivo

Como se ha discutido previamente, diversas drogas citostaticas, como la ciclofosfamida (CF)
son capaces de aumentar la generacion de EROs, que promueven alteraciones clinicas e
histologicas en la mucosa oral y tejidos periodontales, como también, disfunciones en las
glandulas salivales y cambios en la saliva en ratas y humanos (Bachmeier et al. 2014, 2019).
La enzima superdxido dismutasa (SOD) y el acido urico (AU) secretados por las glandulas
salivales son los principales compuestos responsables del potencial antioxidante de la saliva 'y

han sido correlacionados positivamente con la salud oral. Ademas, existe evidencia de que el
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consumo de polifenoles aumenta las defensas antioxidantes a través del aumento del contenido
de AU vy la actividad de SOD (Li et al. 2011; Varoni et al. 2013). Teniendo en cuenta estas
consideraciones, se examino el efecto del extracto de cascara de pifion en la actividad de SOD,
en el contenido de AU y en la lipoperoxidacion (contenido de malondialdehido, MDA) en
glandulas submandibulares de ratas tratadas con CF. La Figura 69 muestra que las glandulas
salivales de las ratas control presentaron un balance entre los agentes de respuesta antioxidante
SOD y AU, y el marcador de dafio oxidativo MDA en una proporcion 1,1:1,9:1. Se observo un
aumento significativo en la actividad de SOD (235%) en las glandulas submandibulares de ratas
tratadas con CF con respecto al control. De manera similar, en pacientes bajo tratamiento con
quimioterapia con CF, la actividad de la enzima SOD salival aumenta como un mecanismo de
defensa en contra del estrés oxidativo producido por el tratamiento (Bachmeier et al. 2014). Por
otra parte, no se observo un aumento significativo en la lipoperoxidacion (contenido de MDA)
en las glandulas salivales de ratas tratadas con CF (Figura 69), por lo cual se puede deducir que
el aumento de la actividad de SOD seria suficiente para evitar el dafio oxidativo en membranas
de las glandulas. En cuanto al contenido de AU, no se observaron en el presente estudio
diferencias significativas en el tratamiento con CF con respecto al control. Sin embargo, se ha
encontrado que en ratones el AU provee una proteccion significativa contra la depresion de la
médula 6sea (disminucion de produccidn de células sanguineas) y la induccidn de micronucleos
causadas por el tratamiento con CF (Al-Bekairi et al. 1991).

En este estudio, se observo un aumento significativo de los antioxidantes endogenos (605 y
436%, SOD y AU, respectivamente) en las glandulas de ratas tratadas con el extracto
antioxidante exdgeno (extracto de cascara de pifion, CTFC) con respecto al control. Un
resultado similar se obtuvo con el tratamiento que combina el extracto con la droga citostatica.
(661 y 314%, SOD y AU, respectivamente) (Figura 69). Se ha descripto que tanto AU como
SOD inducen resistencia al estrés y pueden extender la esperanza de vida (Sun et al. 2014; Wan
et al. 2020). El incremento de SOD inducido por el extracto solo 0 combinado con CF, resultd
mayor al observado con la droga CF aislada (Figura 69). Adicionalmente, el extracto mostrd
capacidad de aumentar los niveles del antioxidante AU, a diferencia de la CF. EI AU es un
antioxidante natural que participa en la remocién del anién superoxido, y asi previene la
degradacion de SOD, enzima responsable de eliminar las EROs de las células (Kutzing y
Firestein 2008). Por tanto, el extracto de cascara de pifion es capaz de mejorar in vivo la
respuesta antioxidante salival de las ratas. Es importante sefialar, sin embargo, que en todos los
tratamientos la respuesta tisular (aumento de SOD y/o AU) fue suficiente para evitar la

peroxidacion lipidica ya que los valores de MDA fueron similares a los del control.
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Figura 69: Efecto del extracto de céscara de pifion (CTFC, extracto de cascara total
de pifiones frescos en agua a 100°C), ciclofosfamida (CF), y el cotratamiento
(CTFC+CF) en la actividad de superoxido dismutasa (SOD; unidades/g), contenido de
acido drico (AU; mg/g) y de malondialdehido (MDA; M/g) en glandulas
submandibulares de ratas Wistar. Control: ratas no tratadas. Asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).

5.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos de los estudios en modelo in vitro indican que el extracto obtenido a
partir de cascaras de pifiones hervidos, elegido por su alto poder antioxidante, no presenta
citotoxicidad en células CHO-K1, y adicionalmente es capaz de causar un aumento del nimero
promedio de células con caracteristicas de células viables en interfase y una disminucion de
células necroticas, con respecto a los demas tratamientos. Ademas, este extracto antioxidante
al ser aplicado con As presenta un efecto protector al aumentar la proporcidn de células viables
normales, respecto al tratamiento con As solo.

Por otra parte, las fracciones obtenidas mediante particion con acetato de etilo de los extractos
acuosos de cascara de pifion seleccionados manifiestan un efecto protector al ser capaces de
atenuar el efecto del As sobre la produccion de HP acuosos. En particular, las fracciones
obtenidas a partir de cascara tostada fueron capaces de prevenir totalmente el efecto prooxidante
del As, principalmente la fase superior (CTT-Usup) rica en quercetina, catequinay acido galico.
Los tratamientos ensayados no causarian dafio oxidativo significativo en membranas ya que no
se observa aumento de HP lipidicos. Por su parte, la fraccion inferior del extracto de cascara
tostada (CTT-Uinf 20 pg/ml) es la Gnica que muestra un efecto a nivel de hidroperoxidos
lipidicos, al disminuir su concentracion en células coexpuestas a éste y As.

El extracto de cascara de pifion (CHT-Uinf) aumenta la actividad de GST probablemente a
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través de la sefializacion de Nrf2 y ARE, como ha sido documentado para compuestos fendlicos.
Sin embargo, el extracto al ser suministrado juntamente con As anula la induccion de la
actividad enzimatica de GST y CAT asi como también el aumento del contenido de proteinas
totales causadas por el As, de manera similar a lo observado para los niveles de hidroperoxidos
acuosos.

Los ensayos in vivo demostraron que el extracto de cascara de pifion es capaz de inducir un
aumento significativo de las defensas antioxidantes enddgenas de la saliva de ratas ain en
presencia de CF, lo que puede proporcionar una alta proteccion frente a un estado de estrés
oxidativo. Esta capacidad del extracto puede ser particularmente relevante para el desarrollo de
tratamientos complementarios que ayuden a prevenir el dolor, la odinodisfagia, la disgeusia, la
deshidratacion, la desnutricion y las infecciones sistémicas asociadas con la mucositis oral
relacionada con el tratamiento de pacientes con cancer.

En sintesis, el extracto de cascara de pifién constituye un residuo de la industria alimenticia que
contiene un alto poder antioxidante, capaz de ser extraido eficientemente con agua, la asistencia
de ultrasonido, temperatura y posterior eliminacion de componentes menos polares. Este
extracto no manifiesta actividad citotdxica, aunque puede presentar un efecto prooxidante a
altas concentraciones (de acuerdo a nuestros protocolos experimentales). Esta dualidad
antioxidante/prooxidante, dispara una respuesta adaptativa que es capaz de contrarrestar los
efectos dafiinos de agentes de alta toxicidad como el As o la CF. Por lo tanto, los resultados
sefialan que seria correcta la hipdtesis relacionada al aprovechamiento de este residuo como

nutracéutico y/o quimioprotector.
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CAPITULO 6

ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTICORROSIVA DE LA
CASCARA DEL PINON
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6. 1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Se define como corrosion al fendmeno que causa la degradacion de un material a causa del
intercambio de iones con un medio agresivo, lo cual resulta en la pérdida de propiedades del
material. La corrosion ocurre por reacciones de Oxido-reduccion que se desarrollan entre un
material y el medio en el que se encuentra, y son consideradas las més perjudiciales ya que
representan costos anuales multimillonarios debido a destrucciones de equipos y estructuras
metalicas (Asmara et al. 2018). El acero inoxidable es una aleacion ampliamente utilizada en
varios campos de la industria moderna debido a su alta resistencia a la corrosion y oxidacion.
Sin embargo, es aun susceptible a la corrosién en algunos procesos industriales lo que genera
un problema industrial importante.

Uno de los principales métodos para combatir la corrosion es el uso de inhibidores, que protegen
la superficie de los metales del ataque corrosivo y retardan la tasa de deterioro del material
(Ituen et al. 2020). Estas sustancias se utilizan en bajas concentraciones para controlar los
efectos de la corrosion en procesos industriales o bien, son usados en las formulaciones de
pinturas anticorrosivas.

Entre otros, las soluciones &cidas son ampliamente usadas en procesos industriales para la
limpieza y descalcificacion de las superficies metélicas durante los procesos de produccion y
almacenamiento, lo que facilita su posterior corrosion (Marzorati et al. 2019). Es por esto que
los inhibidores de la corrosion suelen ser incorporados a estos medios acidos y generalmente,
estan formados por compuestos organicos, los cuales pueden ser muy efectivos a
concentraciones bajas ya que son solubles en ese tipo de medios. Los inhibidores verdes de la
corrosion son comunmente elaborados a partir de extractos de plantas que son abundantes en
muchos paises. Estos se adsorben a la superficie del metal y proporcionan sitios de fijacion de
electrones gracias a que contienen atomos de O, N, P y S, multiples enlaces y anillos aromaticos
en su estructura molecular (Peter et al. 2015; Asmara et al. 2018; Ituen et al. 2020). Se conoce
que estos 4tomos coordinan con los iones metalicos y forman films protectores en la superficie
del metal, que inhiben el proceso de corrosion causado por el fluido acido usado en el proceso
industrial de limpieza y descalcificacion (Ituen et al. 2020).

En los ultimos afios, los extractos vegetales han sido considerados como una fuente de
compuestos organicos naturales, que por un procedimiento simple y de bajo costo pueden ser
extraidos y utilizados como anticorrosivos, con una baja toxicidad y sin representar un riesgo
para el ambiente a diferencia de los productos sintéticos usados para ese fin.

Se ha demostrado que el extracto de la cascara del pifidon tiene un alto poder antioxidante, es
decir que tiene una alta capacidad de aceptacion de electrones y que el 2,38% del peso de la
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cascara hervida son fenoles facilmente extraibles. Este seria un recurso de aplicacion industrial
muy asequible y doblemente ecoldgico, dado que la materia prima es un residuo y que la

extraccion se realiza con agua.

6.1.1. Hipotesis

El extracto de cascara de pifion presenta alta capacidad para contrarrestar o prevenir los efectos

corrosivos del medio acido en metales.

6.1.2. Objetivo
Evaluar la capacidad del extracto de cascara de pifion de inhibir la corrosion de metales

expuestos a un medio acido.

6.2. Materiales y métodos

Uno de los métodos mas simples y con amplia aplicacion practica para evaluar la corrosion es
el método de pérdida de peso del metal. Dicho método consiste en evaluar el comportamiento,
luego de cierto tiempo de inmersion, del acero frente a una sustancia corrosiva (por ejemplo,
un &cido) en ausencia o presencia de distintas concentraciones de un extracto antioxidante.

El experimento gravimétrico fue desarrollado segun el método estandar de ASTM G 31-72. El
extracto de cascara de pifiones frescos (2 g en 100 ml de agua a 100°C) fue secado en un
rotavapor durante 6 h a 80 °C. El residuo fue disuelto en metanol hasta llegar a una
concentracion de 13,8 mg de peso seco por ml (este es el extracto correspondiente a la columna
CTFC de la Tabla 14). Las arandelas de acero de 245 mm? fueron lijadas con papel de lija con
tres tipos de granos: 30 segundos por lado con lija p120, 30 segundos por lado con lija p600 y
10 segundos por lado con lija p1500, para remover las sustancias agregadas a fin de prevenir la
oxidacion del metal. Luego, fueron lavadas con acetona y secadas en campana. Una vez secas,
fueron pesadas en una balanza analitica de 4 cifras decimales (peso inicial) y se colocé a cada
una en un erlenmeyer gque contenia 20 ml de HCI 1M (control) 0 20 ml de HCI 1M con distintas
concentraciones del extracto: 50, 100, 200 and 400 ug/ml, por triplicado. Después de 5 h de
inmersion, las arandelas fueron enjuagadas con agua destilada y acetona y, fueron puestas a
secar. Una vez secas, cada una fue pesada para conocer el peso final.

La eficiencia de inhibicion de la corrosion (% EI) y la tasa de corrosién (TC) fueron calculadas

con las siguientes formulas:

% EI = (1 — PPtrat/PPcontrol) x 100
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_ Pinicial — Pfinal
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Donde: PPtrat y PPcontrol son las pérdidas de peso de las arandelas en los tratamientos y el
control, respectivamente, Pinicial y Pfinal son los promedios de los pesos iniciales y finales del
control y de cada tratamiento, A es el area total de la arandela y t el tiempo de inmersion.

6.3. Resultados y discusion

En los ultimos afios ha crecido el uso de productos naturales y no toxicos como inhibidores de
la corrosion por sus ventajas ambientales. En este contexto, se evalud la eficiencia del extracto
del residuo de la industria del pifion (cascara total) como inhibidor de la corrosion. Los
resultados muestran que luego de 5 horas de exposicién a un &cido fuerte, el extracto de cascara
de pifidn mostro una eficiencia de inhibicion que aumento proporcionalmente a la concentracion
del extracto, con un valor maximo de 61 % cuando el ensayo se realiz6 con extracto de 400 pg
peso de cascara seca por ml de HCI (Figura 70). Por otro lado, la tasa de corrosién disminuyo
significativamente cuando se le agreg0 el extracto de cascara de pifion a los tratamientos a partir
de los 100 pg/ml de HCI (Figura 71). Dicha actividad inhibitoria es similar a aquella descripta
en residuos sélidos de hojas frescas de banana, de cafia de azlcar y de cascara de sandia
(Marzorati et al. 2019). Numerosos estudios le han atribuido esta capacidad anticorrosiva a la
presencia de moléculas con grupos funcionales polares con atomos de S, O y N., en alcaloides,
polifenoles, taninos y flavonoides, los cuales forman una capa protectora que se adhiere a la
superficie del acero y resulta en una barrera para agentes oxidantes como el HCI u otros
(Asmara et al. 2018; Verma et al. 2018; Marzorati et al. 2019; Ituen et al. 2020). El extracto de
cascara de pifion utilizado presentd un alto contenido de taninos (2 % p/p) y de flavonoides
(mayor a 124 ug EQ/ mg PS), con una alta proporcion de catequina y quercetina (2,86 y 3,11
mg/g PS, respectivamente). Dicha composicion es consistente con la de otros extractos
naturales descritos como inhibidores de la corrosion (Asmara et al. 2018; Marzorati et al. 2019).
Todos estos resultados sugieren que la cascara de pifidn, residuo de la industria del pifién, podria
ser un recurso adecuado para producir nuevos compuestos naturales inhibidores de la corrosion

de metales.
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Figura 70: Eficiencia de inhibicién de la corrosién de extracto de cascara fresca de
pifidn a diferentes concentraciones de extracto (50, 100, 200 y 400 ug de peso seco
de cascara por ml de volumen de incubacion) en HCI 1 M. Los valores se expresan
como media = desvios de dos experimentos independientes. Asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (Tukey, p<0,05).
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Figura 71: Tasa de corrosion de extracto de cascara fresca de pifion a diferentes
concentraciones (50, 100, 200 y 400 pg de peso seco por ml de volumen de
incubacion) en HCI 1 M. Los valores se expresan como media *+ desvios de dos
experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al control (Tukey, p<0,05).

6.4. Conclusiones
El test disefiado para evaluar corrosion por inmersién de metales en HCI, mostré que se presenta

mayor pérdida de masa en las arandelas de acero tratadas con HCI 1M, comparadas con aquellas
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inmersas en HCI con el agregado de extracto de cascara de pifion. Las altas eficiencias de
inhibicion de la corrosidon encontradas en los tratamientos con extracto de cascara de pifion
(mayor al 60% en el caso del tratamiento con el extracto obtenido de 400 g de cascara seca de
pifidn/ml de HCI), ponen de manifiesto el potencial que tiene dicho extracto como inhibidor de
la corrosion de metales y un posible uso industrial que puede reemplazar a otros inhibidores de
origen sintético. Ademas de alinearse con las nuevas tendencias de produccion amigables con
el medioambiente, es un recurso que puede obtenerse a bajo costo, debido a que es un residuo

de la industria que no es utilizado con alguna finalidad y es descartado.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES FINALES
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Numerosas especies vegetales de la Norpatagonia son utilizadas con fines medicinales, dentro
de la cultura popular. Por la estrecha relacion que existe entre los procesos inflamatorios y el
estrés oxidativo, se seleccionaron especies vegetales del norte de la Patagonia utilizadas
tradicionalmente para tratar inflamaciones, con el objetivo de contribuir al conocimiento de las
propiedades de las mismas. Sobre la base de su abundancia en esta region, su uso tradicional
como plantas medicinales con propiedades antiinflamatorias, la utilizacion de 6rganos aéreos
que no pongan en peligro a la planta y la experiencia del grupo en el tema, se estudiaron las
propiedades antioxidantes de extractos de hojas y tallos de Monttea aphylla (Mata de sebo),
Grindelia chiloensis (Melosa), Larrea nitida (Jarilla de la Sierra), Larrea cuneifolia (Jarilla
macho) Mandevilla laxa (Jazmin de Chile) y Pteromonnina dictyocarpa (Quelén); asi como los
extractos de los diferentes tejidos de las semillas de Araucaria araucana (Pehuén) Ilamadas
pifiones. Ademas, dada la reduccion importante de las poblaciones de pehuenes que conlleva a
la especie a estar en peligro de extincion, se avanzo6 en la obtencion biotecnoldgica de los
antioxidantes de pifiones mediante el cultivo in vitro de sus células.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que todos los extractos acuosos
poseen actividad antioxidante y no presentan citotoxicidad tanto en células tumorales como
normales, excepto el obtenido de G. chiloensis, con un marcado efecto citotoxico, mas
pronunciado en células tumorales. Esto sefiala la inocuidad de los extractos vegetales
estudiados, y en el caso del proveniente de G. chiloensis su potencial estudio para aplicarlo en
tratamientos antiproliferativos. Es importante destacar que el agua utilizada como solvente de
extraccion resulta eficiente para extraer compuestos fendlicos de los tejidos estudiados,
especialmente a una temperatura de 100°C. Esto es altamente relevante ya que es un método de
extraccion simple y asimismo, el agua es un solvente seguro para la salud y amigable con el
medioambiente.

Por otra parte, los estudios realizados con cultivo de células vegetales in vitro demostraron que
la porcion comestible del pifién puede ser utilizada para antioxidantes in vitro a partir del pifién
de manera sustentable y con mejor rendimiento que el tejido original. Estos resultados
demuestran que es posible el aprovechamiento de los recursos naturales sin afectar las
poblaciones vegetales nativas ni su habitat.

Entre los resultados mas destacados por su impacto ambiental positivo, se encuentra la alta
capacidad antioxidante hallada en la cascara de pifion, un residuo de la industria alimenticia de
la regién. Dentro de los compuestos fendlicos que la constituyen se identificé quercetina, acido
galico y catequina; y ademas se encontraron oligoelementos de gran valor nutricional. Por lo

tanto, estas cascaras pueden resultar un importante recurso con potencial uso como
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nutracéutico, capaz de aportar oligoelementos y antioxidantes naturales.

El fraccionamiento posterior del extracto de cascara de piiidn mediante diferentes métodos con
ultrasonido, temperaturas y con acetato de etilo permitio conocer la distribucion diferencial de
compuestos fenolicos como acido galico, catequina y quercetina, asi como estudiar
posteriormente su actividad bioldgica in vitro e in vivo.

Los ensayos realizados en cultivos de celulas animales muestran que la incubacion con el
extracto de céscara de pifion en un periodo corto de tiempo no produce citotoxicidad, no induce
la formacion de hidroperdxidos acuosos (excepto a altas concentraciones) e induce respuestas
adaptativas antioxidantes sin provocar dafio oxidativo. En presencia de As, el extracto muestra
un efecto protector al disminuir la concentracion de hidroperdxidos acuosos y aumentar la
proporcion de células viables con morfologia normal. Por otra parte, anula la induccion de la
actividad enzimatica de glutation S-transferasa y catalasa y el aumento del contenido de
proteinas totales causadas por el arsénico.

Asimismo, se demostré que los extractos de la céscara de pifion presentan actividad
qguimioprotectora frente a los efectos secundarios de tratamientos oncoldgicos, como es el caso
del estrés oxidativo inducido por la droga citostatica ciclofosfamida en glandulas salivares de
ratas tratadas. Se verifica también que el extracto de cascara de pifidn tiene un marcado efecto
anticorrosivo en acero expuesto a una solucion &cida, lo cual constituye otra posible aplicacion
de este residuo para la obtencidn de agentes anticorrosivos de metales.

Finalmente se concluye que la flora patagénica contiene especies de gran valor medicinal y
nutricional, con gran capacidad antioxidante y sin presentar efectos toxicos. También, que es
posible obtener antioxidantes de plantas en peligro de extincion, mediante el cultivo de sus
células en laboratorio. Por ultimo, los residuos de la industria alimenticia del pifién constituyen
una fuente econémica y de alto rendimiento de antioxidantes con potenciales usos tanto en la

prevencion y tratamiento de enfermedades, como en la industria metallrgica.
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In the last decade, green chemistry has been attracting great interest in many contexts, including, among others,
natural antioxidants. However, only a few works deal with natural residue extracts and biowaste, which could be
an efficient, economical and environmentally friendly source for the production of useful compounds. In this
study, we look for antioxidant activity in Araucaria araucana seeds, an iconic pine species of the Argentine and
Chilean Patagonia commonly known as “pehuén”. Pifiones are the edible pehuén seeds, and it is estimated that
approximately 40 tons of pifiones are harvested annually in Argentina and Chile. The chemical composition,
antioxidants, metal corrosion-inhibiting properties and biological activity of edible and discarded pifién tissues
were determined. Acute toxicity was discarded by in vitro testing and double fluorescent staining. Biological
activity was evaluated in vivo by determining redox markers in salivary glands from rats treated with
Cyclophosphamide (an oncological drug). All pifién tissues had antioxidants and antioxidant activity, with the
coats showing the highest levels (up to 404 ug ascorbic acid equivalent per mg). The coats, in particular, had
high gallic acid, catechin, quercetin and tannin contents, and more antioxidant activity, polyphenols and fla-
vonoids than berries from the region. Results by X-ray fluorescence spectrometry showed that Na, Mg, P, S, Cl, K,
and Ca were majority elements in the coat, embryo and endosperm. Furthermore, coat extract also showed
significant anti-corrosion activity and in vivo protection against oxidative damage. The results indicate that pifién
biowaste is a low-cost attractive source of natural antioxidants with potential nutraceutical, medical and metal
corrosion protection applications.

1. Introduction

When free radicals are increased by cellular aerobic metabolism or
exogenous factors, such as solar radiation, electromagnetic fields,
pharmacological drugs or cigarette smoke (among others), an increase
in antioxidants is required to maintain redox balance in the human
body [1-3]. Otherwise, oxidative stress is promoted, causing structural
and functional alterations in essential biomolecules of living organisms.
Since oxidative stress plays an important role in many human diseases,
the characterization of a new source of antioxidants has attracted in-
creasing interest. In particular, vegetable sources are being intensely

studied for their preventive and therapeutic uses in cancer, Parkinson's,
Alzheimer's, atherosclerosis, liver injury, rheumatoid arthritis, type 2
diabetes, neurodegeneration, kidney failure and aging, and also as
chemoprotective agents in cancer therapy [4-8]. In addition, these
compounds have increased industrial applications; for example, they
are used as ingredients in the formulation of dietary supplements, as
reservatives for food and cosmetics, and to prevent the degradation of
rubber and oil-derived compounds [9,10]. Furthermore, many vege-
table antioxidants are being investigated as green inhibitors for corro-
sion protection of metals and alloys [11,12].

In the context of a circular economy, working with biological waste
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(biowaste) is crucial, because using such bioactive waste provides an
efficient, economical and environmentally friendly source for the pro-
duction of useful compounds. In this regard, high antioxidant content
has been described in several species of the genus Araucaria [13-18].
However, only a few works deal with its residue extracts and biowaste,
which are usually released into the environment [19-22].

In this work, we looked for antioxidant activity in the discarded
coats of Araucaria araucana seeds, an iconic pine species of Patagonia.
As a matter of fact, the residual coat of seeds from Araucaria angusti-
folia, a similar species present in southern Brazil and northern
Argentina, has been described as rich in phenolic compounds and an-
tioxidant capacity [17,18]. Araucaria is one of the three genera that
belong to the Araucariaceae family, occupying a unique position among
conifers, now restricted to the South American and Southwest Asia-
Western Pacific region despite their extensive distribution in both
hemispheres during the Mesozoic [23,24]. Therefore, most, if not all, of
the current Araucarian taxa have evolved since the early Tertiary
Period, suggesting that the success of these conifers may be governed by
their ability to survive for long periods under adverse climatic condi-
tions, such as drought, cold, fire, low fertility soil, or destructive vol-
canic disturbance. Perhaps for these reasons, Araucaria araucana
(common name “pehuén”, Fig. 1) has been successful in the volcanic
environment of the Argentine and Chilean Patagonia, with trees more
than 1000 years old [23-26]. Pehuén forest occupies a total area of
approximately 450,000 ha, of which 263,525 ha belong to Chile and
179,289 ha to Argentina [27]. The pehuén is considered a prehistoric
tree, and is protected by law in both countries. Pehuén seeds, locally
called “pifiones” (singular “pifién”), have been used for food and for
medicinal and religious purposes since ancient times. Nowadays, pi-
fiones also have great value for gastronomic tourism in some Patago-
nian localities. According to published data, approximately 90 kg/ha
and 273 kg/ha of pifiones are harvested annually in Argentina and
Chile, respectively [27,28]. Pifién pulp (mean weight 1.8 g per pifién)
consists of endosperm and embryo, and is the edible part of the seed
(Fig. 1). As a by-product of food preparation, pifidén coat, which weighs
approximately 0.7 g, is usually discarded and takes considerable time to
decompose. Whole pifones are light yellow in color, covered by an
adherent membrane (thin coat) and encased in a very resistant reddish-
brown coat (thick coat). Pifiones are fleshy and have an ovate-oblong
shape, measuring 4-5 cm in length and 1.5-2.0 cm in width, and
weighing approximately 2.5 g (Fig. 1). Our previous results indicate
that both the edible part of pifiones and the biotechnologically obtained
callus of pifién embryos show antioxidant capacity [29,30]. Therefore,
the pinén coat from A. araucana (biowaste) could be a valuable source
of natural antioxidants that has not yet been explored.

Given the enormous scientific, medicinal and industrial interest
surrounding natural antioxidants, the objective of this study was to
analyze and compare the chemical composition and antioxidant prop-
erties of the edible and discarded parts from pifiones, seeking better
properties in the residues. Considering that antioxidants obtained from
biowaste are environmentally and ecologically friendly, inexpensive
and readily available, we advanced in the study of possible applications
for pifién coat extract as a therapeutic agent and green corrosive in-
hibitor.

2. Material and methods
2.1. Chemical reagents

Dulbecco modified essential medium (DMEM), antibiotics, reagents,
and standards for HPLC were purchased from Sigma-Aldrich. HPLC
grade solvents were purchased from Fisher Scientific Co. Fetal bovine
serum was purchased from Natocor (www.natocor.com.ar). The
RANSOD kit (SD 125) for superoxide dismutase activity (SOD) de-
termination was from RANDOX Laboratories Ltd. Malondialdehyde
(MDA) Assay Kit (ab118970) to detect lipid peroxidation was from
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Abcam Laboratory. Uricostat enzimatico AA (Cod. 1840107) from
Wiener lab was used for uric acid determinations. MilliQ water was
used in all of the experiments. PES 0.22-um sterile filter units were from
GVS, USA. Cyclophosphamide 1000 as a lyophilized powder (catalogue
number: 120105-04) was from LKM Laboratory (http://www.lkmsa.
com/).

2.2. Vegetable material

Pehuén seeds (pifnones, Fig. 1) were collected in 2017, 2018 and
2019, during the autumn, around Villa Pehuenia, located in the mid-
west of the Neuquén province, at the foot of the Patagonian Andes of
Argentina (38°50’02.3”S 71°1224.1”W). Material collection was per-
formed with the permission of the Villa Pehuenia-Moquehue authority.
The collection site was located in an open forest dominated by pehuén
trees. The regional climate is dry with distinct seasons, warm summers
(average temperature 18.9 °C) and cold winters (average temperature
—2.4 °C). Rainfall occurs mainly in the cold period, from April to
September, with a snowfall of up to 792 mm (official data contributed
by AIC; www.aic.gov.ar). Healthy seeds were selected, washed, and
immediately transported to the laboratory to prepare the extracts.
Pinén flour and pinén coffee were provided by NOUS, a food company
from Villa Pehuenia, Neuquén, Argentina. The pifiones were baked at
150 °C for 24 and 72 h to obtain flour and coffee, respectively.

2.3. Preparation of pifién extracts

Under normal cooking conditions (whole pifién, including coats),
the seeds were divided into three groups and subjected to different
treatments before the extracting procedures. The first group was un-
treated (fresh or control group), the second (120 g) was boiled in
1500 ml of distilled water at 100 °C for 10 min (boiled group), and the
third was baked at 150 °C for 72 h (baked group). Then, each group was
separated into coat and pulp. Thin and thick coats were obtained from
the coat, while endosperm and embryo were obtained from the pulp.
The flour and coffee contained endosperm, embryo and around 1% thin
coat as contaminant. The fresh and boiled tissues were lyophilized.
Water obtained from the boiled treatment was stored at —20 °C until
use. The other samples were milled into a fine powder and stored at
room temperature in hermetic bags. In order to obtain the extracts, an
eco-friendly procedure was applied: 12 g of each dried sample were
extracted with 150 ml of distilled water at 100 °C (this procedure was
more efficient than extraction at room temperature, data not shown),
and then kept in the dark overnight at 20 °C. Extracts were filtered
through a 10 um pore nylon filter and stored at —20 °C until use. To
determine in vivo protective effects, extract was prepared daily as fol-
lows: 40 g of dried and milled whole fresh pifién coat [thin coat + thick
coat] were extracted with 2 L of potable water at 100 °C, kept in the
dark for 60 min, and then filtered through a 10 pm pore nylon filter.
After that, 50 ml of extract were placed in water bottles for feeding
individual rats at the laboratory.

2.4. Analysis of antioxidant properties of pifién extracts

2.4.1. Ferric reducing antioxidant power (FRAP assay)

The reducing ability of the extracts was estimated by the FRAP assay
[31] according to Echeverri Del Sarto et al. [30], using ascorbic acid as
reference.

2.4.2. Free radical scavenging capacity (DPPH assay)

The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was used, fol-
lowing the procedure of Brand-Williams et al. [32]. The radical
scavenging activity of the extracts was monitored over 300 s. Results
were compared with a reference curve of 0.1 mg/ml ascorbic acid so-
lution. According to these results (Fig. S1 in supplementary material),
the extracts’ radical scavenging activity was expressed as percentage
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Fig. 1. Photograph of Araucaria araucana, seeds (pifiones) and its different tissues.

inhibition at 5 s of incubation, and calculated using the following for-
mula: % inhibition = [(AB — AS) / AB] X 100, where (AB) = blank
absorbance value (reaction mixture without sample and incubation),
and (AS) = sample absorbance value at 5 s.

2.5. Chemical characterization of pifién extracts

2.5.1. Determination of total phenolic, tannin and flavonoid contents

Total phenolic content in the extracts was determined following the
Folin-Ciocalteu colorimetric method [33] according to Soria et al. [34]
using gallic acid as reference. The tannin content estimate was based on
their property of co-precipitating with proteins [35]. Tannins were
measured in fresh whole pifién coat extract. To do so, phenolic content
was determined before and after incubation with bovine serum albumin
(1 mg/ml protein). The percentage of precipitated polyphenols was
considered as a percentage of total tannins. Flavonoid content was
measured by the aluminum chloride colorimetric assay [36], according
to Soria et al. [34], using quercetin as reference.

2.5.2. Analysis of phenolic compounds by high-performance liquid
chromatography (HPLC)

First, fresh pién coat extract was dried in a rotary evaporator, and
then the residue was re-dissolved in ultra-pure methanol. All samples,
in triplicate, were filtered through a 0.22 pm filter unit before injection.
The phenolic profile was determined by an HPLC system (Agilent 1260,
Quat Pump VL, ALS, TCC, DAD, and RID, with openLAB Chem Station
Software) equipped with a reversed-phase ZORBAX Eclipse XDB-C18
column (4.6 X 100 mm; 3.5 p, Agilent). Two different column tem-
peratures (25 °C and 40 °C) were used to achieve chromatographic
separation, using gradient elution with solvents, 1% formic acid in
water (A) and acetonitrile (B) in both methods. Peak identification was
carried out by comparison of their retention times with those obtained
by injecting the following standards in the same conditions: gallic acid,
catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, quercetin,
rutin and ferulic acid.
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2.5.3. Multielemental analysis by energy-dispersive X-ray fluorescence
spectrometry (EDXRF)

For the quantitative multielemental analysis of the samples, a touch-
control S2 Ranger EDXRF system (Bruker AXS GmbH, Germany) with a
Pd X-ray tube and XFlash® Silicon Drift Detector (SDD) was used. Pifién
samples were prepared for analysis following the methodology and
procedures detailed in previous work [37,38]. Spectral data were ob-
tained at four different voltages (10, 20, 40, and 50 KV) to properly
excite and determine elemental composition from sodium (n = 11) to
lead (n = 82). Evaluation of EDXRF spectra and calculation of ele-
mental concentrations were performed using the software supplied with
the equipment. Instrumental setup and calibration curves were carried
out using a set of 14 vegetal certified reference materials according to
Gallardo et al. [37]. Each sample was measured three times, and mean
value and standard deviation were calculated.

2.6. Analysis of biological activities of pifion extracts

2.6.1. Early effects on cell viability

The adverse effects of the coat extract on cell viability were ana-
lyzed according to a model previously developed by us to screen for
toxic, cytoprotective and antioxidant plant extracts [39-42]. Accord-
ingly, VERO cells (kidney epithelial cells from African green monkey;
European Collection of Cell Cultures) were seeded onto 96-well tissue
culture test plates, incubated for 24 h, and then exposed for 2 h in fresh
medium containing different extract concentrations. Next, early effects
on cell viability were tested by crystal violet staining or using a double-
fluorescence staining technique (DMEM containing 2 pg/mL propidium
iodide or 10 pg/mL fluorescein diacetate (FDA), 15 min at 37 °C in the
dark).

2.6.2. Determination of the chemoprotective activity of pifién waste

The experiment included 28 12-week-old male albino Wistar rats
housed in individual metabolic cages according to procedures described
in Mazzeo et al. [43]. The proper care and use of animals followed the
International Protocol for the Care and Treatment of Animals (NIH) and
were approved by the Bioethics Committee of the Faculty of Medical
Sciences of the National University of Cérdoba, Argentina
(33620180100414CB). Each rat had free access to food and water or
fresh pindn coat extract (50 ml per day per rat). Fresh whole coat ex-
tract was prepared daily as described in section 2.3. This treatment
provides an antioxidant power equivalent to 40 mg of ascorbic acid per
day, according to the FRAP assay. The animals were divided into four
experimental groups (7 per group):

C) Control group: non-treated rats

CP) Cyclophosphamide-treated group: at the fifth and sixth day,
each animal was treated with 50 mg/kg body weight of CP i.p. daily

AO) Antioxidant-treated group: the rats drank pifién coat extract
throughout the experiment

CP + AO) Cyclophosphamide + Antioxidant-treated group: idem to
CP, but the rats drank pifién coat extract throughout the experiment

On the seventh day, the food was removed, but the rats kept
drinking water or extract, as appropriate. On the eighth day, the rats
were anesthetized with a combined dose of ketamine and xylazine (80
and 12.8 mg / Kg, respectively), and the submandibular glands (SMG)
were dissected. After the surgical procedure, the animals were eu-
thanized according to approved procedures, described in Mazzeo et al.
[43]. Immediately after extraction, 10 mg of SMG were homogenized in
buffer, centrifuged at 13000 rpm for 30 min at 4°C, and then SOD
(superoxide dismutase activity), MDA (Malondialdehide content) and
uric acid content were determined in the supernatant following the
manufacturer’s instructions. All determinations were performed in tri-
plicate.
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2.7. Analysis of corrosion-inhibiting properties of pifion waste

Corrosion was evaluated by measuring weight loss following the
ASTM G 31-72 (2004) method for corrosion testing of metals [44],
according to Boujakhrout et al. [45]. Fresh pinén coat extract was dried
in a rotary evaporator, and then the residue was re-dissolved in me-
thanol. Steel flat washers of 2.45 cm® were polished with sandpaper,
weighed accurately and immersed in a 60 ml beaker containing 20 ml
of 1.0 M HCI (control) or 1.0 M HCI with different concentrations of
pinén coat extract. Although 6 h were used in Boujakhrout's work, our
results showed that, after 5 h of exposure, the 1 M HCI solution sig-
nificantly decreased the steel washers’ weight and that this time was
enough to evaluate the anticorrosive properties of antioxidant pifién
coat extract. Therefore, after 5 h of acid immersion, the washers were
removed, washed, dried and weighed accurately. The corrosion in-
hibition efficiency (n\WL%) was calculated as follows: nyz% = (1 - wy/
wo) X 100, and the corrosion rate (Cg) as follows: Cr = (W}, - W,) / At,
where wy and w; are the values of corrosion weight losses of steel
washers in uninhibited and inhibited (with extract) solutions, W;, and
W, are the sample weight before and after immersion in the tested
solution, respectively, A is the total area of the steel washer (cm?), and t
is the exposure time (h) [45].

2.8. Statistical analysis

All the results are expressed as mean # SD. Statistical analysis of
the data was performed by Student’s t-test, and P value < 0.05 was
considered statistically significant with respect to control.

3. Results and discussion

In order to identify the contributions of separate pifion components
to the overall antioxidant activity and chemical composition, Fig. 2
summarizes the results regarding antioxidant capacity, and the phenolic
and flavonoid content of the different tissues from one dried fresh seed.
The most relevant result was that 97% of antioxidant power, 93% of
total phenols and 75% of flavonoids of the pifién were found in the
coat, which represents 27% of the seed (w/w) and is discarded as waste.
Therefore, the results in Fig. 2 show that pulp would provide flavonoids
to the diet. The following sections describe the antioxidant, nutritional,
pharmacological and metal corrosion-inhibiting properties of pifién
extract from different tissues and under different treatments.

3.1. Antioxidant properties of pifién extracts

3.1.1. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

Fig. 3 shows antioxidant capacity per milligram of each dried pifién
tissue. Under all treatments, thin coat proved to be the tissue with the
highest antioxidant capacity. Although the antioxidant power of the
seeds decreased after boiling (20.2 vs. 23.3 pg AAeq per mg of dried
seed) and after baking (19.5 vs. 23.3 ug AAeq per mg of dried seed)
with respect to control, those decreases were not statistically sig-
nificant. However, a significant reduction of antioxidant capacity was
observed for the boiled coat, which was accompanied by the appear-
ance of antioxidants in water (10.8 ug AAeq per mg of dried coat, or
3.1 ug AAeq per mg of dried total seed). This result suggests a migration
of antioxidants from coat to water; thus, the antioxidant power in the
water shows a reduction in boiled coats (Fig. 3). Migration could be
favored by the breakdown of cell wall compounds embedded into the
seed and by the destruction of cell walls during heating. In addition,
embryo and endosperm antioxidant power was not affected by boiling
(Fig. 3). Thus, pifién pulp would not be receiving antioxidants from the
coat during boiling either, unlike Brazilian pifiones (A. angustifolia
seeds) [17]. On the other hand, antioxidant capacity in flour and coffee
(baked pulp) was higher than in the fresh pulp. These results could be
explained by the presence of thin coat residues in these foods, which are
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b Antioxidant power
(50.1 +4.8
mg AA eq/dry seed)

0.2%

W thin coat
D endosperm

[ thick coat
H embryo

d Total flavonoids content
(96.4 + 8.7
mg Q eq/dry seed)

M thin coat
Cpulp
M thick coat

Fig. 2. Mass contribution of tissues (a), antioxidant power (b), phenolic (¢) and flavonoid content (d) of the different tissues from one dried fresh seed. The values are

expressed as mean = SD of four independent experiments.

difficult to remove after baking and could contribute antioxidants
(Fig. 3). In short, one seed contains 50.1 mg AAeq, but only 1.5 mg are
used in food form, and the rest (coat) is discarded. Thus, people are
actually discarding material with more antioxidant content (83 pg AAeq
per mg of dried fresh pifién coat) than regional antioxidant fruits (Ar-
gentine and Chilean berries), such as Luma chequen or chequén, Ugni
molinae or murta, Amomyrtus meli or meli, and Luma apiculata or ar-
rayan (19, 20, 22 and 23 pg AAeq per mg of dried fruit, respectively,
taking into account conversion factors) [46].

3.1.2. Free radical scavenging activity
Pindén antioxidant activity was also determined by measuring the
free radical scavenging activity of pifién extracts at different incubation

times (curves in Fig. S1, in the supplementary material), and then 5 s of
incubation were chosen to compare extract activity. Results showed
that thin coat extracts were more active because they exhibited a higher
inhibiting percentage of the initial DPPH radical concentration (Fig. 4).
Free radical scavenging activity was significantly decreased by heating
both coats at 150 °C. Decreased activity in boiled thick coat was con-
sistent with the activity found in water, while the activity of the pulp
was not altered. These results were consistent with those obtained by
FRAP assay, reinforcing previous speculations.

3.2. Phytochemical analysis of pifién extracts

As occurs in several vegetable foods, polyphenol content is highly

30
25
Antioxidant power 2
1 10
o (Mg AA eq/mg tissue) > . %
— — (o I 0
450 0
400 seed pulp seed pulp seed flour coffee
FRESH = BOILED BAKED
350 * *
300
250
200
150
100 *
*
S ] |
o 1 |--| (- 1l e M 1
seed total thin thick seed total thin thick water seed total thin thick
coat coat coat coat coat coat coat coat coat
FRESH BOILED BAKED

Fig. 3. Antioxidant power of extracts obtained from tissues of fresh, boiled and baked pifiones, food derivatives and water obtained in boiled treatment (ug AAeq/mg
tissue). The values are expressed as mean = SD of four independent experiments. *: Significant differences with control.
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Fig. 4. Percentage inhibition of DPPH radical at 5 s by extracts obtained from
tissues of fresh, boiled and baked pifiones and water obtained in boiled treat-
ment (all diluted 10 folds), compared to ascorbic acid (0.1 mg/ml). The values
are expressed as mean = SD of two independent experiments. *: Significant
differences with control.
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Fig. 5. Total phenolic content in extracts obtained from tissues of fresh, boiled
and baked pifiones, and water obtained in boiled treatment (ug GAeq/mg
tissue). The values are expressed as mean * SD of two independent experi-
ments. *: Significant differences with control.

related to antioxidant activity (Fig. 2). Indeed, coat provides more
phenolic compounds than pulp. Additionally, the results in Fig. 5 sug-
gest that thin coat is the tissue with most phenol content and that part
of the phenolic compounds migrated from thick coat to water during
boiling. Considering that several tannins are thermo-labile (hydro-
lysable tannins) and that small phenolic compounds can be produced by
their partial degradation/hydrolysis, the migration of such compounds
could explain the decreased phenolic content in thick coat and its ap-
pearance in the water. In fact, 76.5% of polyphenols in fresh coat co-
precipitated with BSA (results not shown), suggesting a high proportion
of tannins in this tissue (2.2% w/w). This concentration is consistent
with the results described for Brazilian pifiones (A. angustifolia) [17,47].

Although it was not statistically significant, an increase in phenolic
content was found in boiled pulp with respect to control (1.14 vs.
0.81 pg GAeq per mg of dried pulp), suggesting that a minimal mi-
gration of phenols from coat to pulp could be occurring. Additionally,
part of the coat phenols would be lost by heating. In this regard, phenol
content (as pg GAeq per mg of dried whole coat) decreased 16% and
36% after boiling and baking, respectively, with respect to control
(Fig. 5). The results shown in Fig. 5 were in agreement with the re-
ductions in polyphenol levels and antioxidant activity observed in other
vegetables after cooking [48,49]. Despite this fact, fresh pinén residues
(28.7 pg GAeq per mg of dry coat) and heated residues (23.8 and
17.9 ug GAeq per mg of dried boiled and baked coat, respectively) were
a rich source of phenols when compared with Argentine and Chilean
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Fig. 6. Total flavonoid content in extracts obtained from tissues of fresh, boiled
and baked pifiones, and water obtained in boiled treatment (ug Qeq/mg tissue).
The values are expressed as mean # SD of two independent experiments. *:
Significant differences with control.

berries: Luma chequen or chequén, Ugni molinae or murta, Amomyrtus
meli or meli and Luma apiculata or arrayan (5.11, 9.24, 17.52 and
27.61 ng GAeq per mg of dried fruit, respectively) [46]. On the other
hand, phenol content in the thin coat (around 25% of phenols in seed,
Fig. 2) does not account for the high proportion of antioxidant power in
this tissue (around 55% seed activity, Fig. 2). This may suggest the
presence of other antioxidant compounds in pifién coat, but this is an
interesting assumption that has not yet been studied.

Similarly, the coat provided the greatest portion of seed flavonoids
(Fig. 2). Again, thin coats contained more flavonoids than thick ones
(Fig. 6). However, both coats lost flavonoids in a similar proportion
(around 40%) after heat treatment, except for boiled pifiones, which
additionally lost 9% of flavonoids probably due to migration from thick
coat to water (Fig. 6). As previously reported, fresh, boiled and baked
pinén waste (whole coats) contained more flavonoids (123.8, 79.5 and
70.1 pg Qeq per mg of dried coat, respectively) than the Argentine and
Chilean berries mentioned above: Luma chequen or chequén, Ugni mo-
linae or murta, Amomyrtus meli or meli and Luma apiculata or arrayan
(2.57, 5.54, 11.76 and 12.80 pg Qeq per mg of dried fruit, respectively)
[46].

In short, the pifién coat contains more antioxidant power and higher
phenolic and flavonoid content than other seed tissues, and some of
those antioxidants could migrate from coat to water during boiling.
Thus, all the waste obtained during cooking procedures was also rich in
antioxidants.

The phenol and flavonoid content in fresh whole coat was analyzed
by HPLC. Considerable peaks were observed in the analysis at 25 °C
where gallic acid, with a 31.3% proportion, was the highest, while
catechin represented 15.8% of the spectrogram area. Analysis at 40 °C
revealed three substantial peaks, where quercetin, with a 67.6% pro-
portion, was the main component. These results were consistent with
those reported for Brazilian pifion coat, which contained mainly
proanthocyanidins (chains of catechin, epicatechin, and their gallic acid
esters), phenolic acids, flavonols and flavones [47,50,51]. To extend the
chemical characterization of pifién tissues, including their nutritional
valorization, their elemental composition was determined by EDXRF
(Table 1). Pifién endosperm composition (97% w/w of edible pulp) was
similar to that described for Brazilian pifiones [52]. In this regard, one
serving of pifiones (14 pulps from fresh pifiones) contains essential
elements, such as P, K, Mn, Fe, Cu, and Zn, in significant nutritional
concentrations, as well as Rb [53]. Furthermore, pifién coat (biowaste)
contains higher concentrations of Ca, Cr, and Fe than pulp, and a sig-
nificant concentration of elements such as Cu, Zn, Mn, Fe, which par-
ticipate in the endogenous antioxidant systems. Regarding Cr, specia-
tion will be required to determine its toxicity. On the other hand, only
Cl and K decreased significantly after heating. The results also suggest
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Table 1
Elemental composition of tissue of pifiones by EDXRF (ug/g).
LLD RDA FRESH BOILED BAKED
(%) embryo endosperm total coat thin coat thin coat thick coat thin coat thick coat

Na 152 27 4600 + 300 4100 + 300 4033 =+ 337 4800 =+ 600 4500 =+ 100 4000 =+ 300 6100 =+ 600 5000 == 400
Mg 38 1.8 555 + 40 490 +* 33 540 + 200 4000 =+ 300 3500 =+ 100 3300 =+ 300 4000 =+ 200 4200 =+ 100
P 9 6.7 4000 + 100 2100 + 200 3000 =+ 200 4000 =+ 100 4500 =+ 100 3600 =+ 400 5100 = 200 3600 =+ 25
S 1.3 1415 * 60 895 * 55 820 * 96 700 +* 100 600 + 100 1700 =+ 100 700 + 100 1400 =+ 25
Cl 86 1.6 3100 + 200 2800 + 200 2345 + 138 208 +* 14 165 +* 8 331 * 12 195 + 22 230 + 13
K 61 4.6 13,600 =+ 100 10,700 =+ 1100 3680 =+ 218 235 +* 16 265 +* 30 265 + 24 260 +* 25 145 +* 18
Ca 45 0.4 305 + 24 206 + 25 951 + 195 860 + 24 870 + 35 750 + 35 860 + 25 710 + 30
Ccc 17 0 ND ND 15 +* 3 12 * 5 15 +* 3 14 * 5 11 * 4 8 * 2
Mn 1.1 153 26 +* 3 11 +* 4 18 +* 4 11 +* 3 9 +* 2 15 +* 3 16 +* 3 20 +* 3
Fe 03 83 99 * 2 22 *+ 4 67 +* 6 37 +* 3 42 + 3 47 + 8 45 + 4 45 * 6
Cu 04 196 15 * 2 12 * 4 18 * 2 13 + 2 12 + 2 10 + 3 13 +* 2 9 += 2
Zn 02 7.1 54 +* 4 14 +* 2 16 +* 3 8 +* 1 8 + 1 16 += 1 8 +* 2 9 +* 2
Br 03 6 + 1 4 + 1 4 + 1 ND ND ND 3 + 1 3 + 1
Rb 0.2 138 47 +* 3 35 * 4 19 x 2 4 * 2 7 + 0 9 + 2 22 + 3 11 + 2
Sr 0.5 3 * 1 3 * 1 14 +* 3 11 * 4 16 + 1 16 +* 5 13 + 2 13 += 1

The values represent the concentration of elements as ug/g of dry tissue. LLD: Low Limit of Detection. % RDA: correspond to percentage of element provided by one
serving of pifiones (calculated with endosperm data, 97% w/w of edible part) with respect to recommended dietary allowances. One serving equals 25 g (14 pulps

from fresh pifiones) and has 16% moisture. ND: not detected.

Antioxidant profile in salivary glands
90 sk

=

CP CP+AO AO

0sSOD mUA BMAD

Fig. 7. Effect of fresh total coat extract (AO), cyclophosphamide (CP), and co-
treatment (CP + AO) on superoxide dismutase activity (SOD; units/g), uric acid
(UA; mg/g) and malondialdehyde (MDA; M/g) contents in submandibular
glands of Wistar rats. Control: non-treated rats.*: Significant differences with
control.

that pifién coat (fresh or cooked) could be also used for animal nutrition
since it covers the mineral requirements for beef cattle [54].

In fact, the results shown in this study indicate that the pifién coat
has high antioxidant power, high tannin content, quercetin, and gallic
acid, as well as essential elements. Since these properties have nutri-
tional, medical, and industrial relevance, the biological activity and
corrosion-inhibiting properties of the pifién coat were studied.

3.3. Biological activities of pifion extracts

3.3.1. Early effects on cell viability

In order to rule out any toxic tissue effects, VERO cell viability was
studied. It was found that aqueous extracts of embryo, endosperm and
coat did not decrease cell viability at any of the concentrations used
after 2 h of incubation. In addition, apoptotic phenotype was ruled out
by propidium iodide exclusion, indicating plasma membrane integrity,
and by intracellular green fluorescence, indicating fluorescein diacetate
endocytosis followed by hydrolysis (viability) (Fig. S2 in the supple-
mentary materials). Although the incubation time was relatively short
for toxicological conclusions, these results are consistent with the his-
torical medicinal and nutritional uses of these seeds by regional com-
munities [55], mainly because the whole seed (pulp with coat) is pro-
cessed to obtain foods and medicines. On the other hand, since the coat

is usually discarded after processing, this is the first study that evaluates
its effect on cell viability. That is why it is important to point out that
these preliminary results did not show any cytotoxic effect of pifién
waste (including water, result not shown).

3.3.2. Protective activity of pifién coat extract in chemotherapy

The cytostatic drug cyclophosphamide (CP) generates reactive
oxygen species (ROS), which, among other effects, promote clinical and
histological alterations in oral mucosa and periodontal tissues, as well
as dysfunctions in the salivary glands and changes in saliva, in both
humans and rats [56,57]. It is well known that the proper functioning of
salivary glands is essential in maintaining oral health. Superoxide dis-
mutase (SOD) and uric acid secreted by salivary glands are primarily
responsible for the antioxidant potential of saliva and have displayed a
positive correlation to oral health. Uric acid is a natural antioxidant that
may assist in the removal of superoxide by preventing the degradation
of SOD, the enzyme responsible for clearing superoxide from cells [58].
In addition, SOD and uric acid induce stress resistance and may extend
lifespan [59,60]. Taking this into consideration, the present study was
designed to examine the effect of pifién coat extract on SOD activity,
uric acid content and lipoperoxidation (MDA) in the submandibular
glands of CP-treated rats. Fig. 7 shows that the salivary glands of the
control Wistar rats have a balance between antioxidant agents SOD and
uric acid, and oxidative marker MAD content in a 1.1:1.9:1 ratio
(units:mg:M per gram of fresh glandular tissue, respectively). In
agreement with previous reports [56], a significant increase in SOD
activity (235%) was observed in CP-treated animals with respect to
control (100%). Since an increase in lipoperoxidation in CP-treated rats
was not detected, we speculate that the SOD increase would be enough
to maintain redox balance in the salivary glands. Indeed, in patients
under cyclophosphamide-containing chemotherapy, salivary SOD ac-
tivity increases as a defense mechanism against oxidative stress pro-
duced by the treatment [56]. A significant increment of endogenous
antioxidants (605 and 436%, SOD and uric acid, respectively) was
observed in the glands of rats treated with an exogenous antioxidant
(pifién coat extract, AO group) with respect to control (100%); sug-
gesting a greater free radical scavenging activity. Similar results were
observed in rats under CP and antioxidant co-treatment (CP + AO
group), which indicates the presence of enough endogenous anti-
oxidants to maintain redox balance and protect against oxidative da-
mage. In this regard, uric acid was found to provide significant pro-
tection against cyclophosphamide-induced bone marrow depression
and micronucleated polychromatic erythrocytes in mice [61].
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Fig. 8. Effect of fresh total coat extract at different concentrations (50, 100, 200 and 400 g of dried coat per ml of incubation volume) on steel corrosion in HCI
1.0 M. left: corrosion inhibition efficiency (%), right: corrosion rate (mg/cm>h).The values are expressed as mean + SD of two independent experiments. *:

Significant differences with control.

Additionally, a histological examination has shown that antioxidant
vitamin E displayed salivary gland acinar protection in rats treated with
CP [62]. Overall, present results indicate that pifidén coat extract, which
contains a wide variety of antioxidant compounds such as flavonoids
and polyphenols, SOD cofactors such as Cu, Zn, Mn, Fe, and salivary
antioxidant enhancers, could be an appropriate candidate for study as a
chemoprotective agent against adverse effects produced on the oral
cavity by oncological drugs such as cyclophosphamide.

3.4. Corrosion test

Stainless steel is widely used in various fields of modern industrial
society because of its good corrosion and oxidation resistance.
However, it is still susceptible to corrosion in some industrial processes,
such as oil well acidizing, acid cleaning and acid descaling. The cor-
rosion of metals and alloys, particularly in acidic media, is an important
industrial problem. Based on environmental consequences, the use of
non-toxic and natural products as corrosion inhibitors has become im-
portant because of their advantages: environmentally friendly and
biodegradable, readily available and obtained at a relatively low cost.
In this context, the corrosion-inhibiting property of piién waste extract
(coat) was evaluated. Our results show that after 5 h of exposure, pifién
coat extract showed an inhibition efficiency that increased pro-
portionally to extract concentration, up to 61% at a concentration of
400 pg dried coat per ml of HCl (Fig. 8, left). On the other hand, the
corrosion rate decreased significantly by adding pifién coat extract from
100 pg/mL of HCI (Fig. 8, right). This inhibitory activity was similar to
that described for solid biowaste from fresh banana leaves, sugarcane,
and watermelon rind [12]. Several studies have attributed anti-corro-
sion capacity to the presence of molecules with polar functional groups
with S, O, and N atoms, in alkaloids, polyphenols, tannins and flavo-
noids, which form a protective film that adheres with more resistance to
the surface of the steel resulting in a barrier for the oxidizing agent such
as HCI or others [11,12,63,64]. When pifién coat extract antioxidants
were analyzed, a high content of tannins (2% w/w) and flavonoids (up
to 124 pg Qeq/ mg of dry weight) was found, with a high proportion of
quercetin. This composition is consistent with others described as green
corrosive inhibitors [12,63]. Overall results suggest that pinén waste
(pifién coat) could be a suitable material to produce new green corro-
sion inhibitors.

4. Conclusion

The results shown here indicate that the pifién coat, which is dis-
carded as waste (biowaste), has very high antioxidant power. Hence,
residues from the pifién food industry are rich in valuable phyto-
chemicals such as tannins, quercetin and gallic acid, as well as sig-
nificant nutritional elements and other not yet identified components,

which contribute to their nutritive and free radical scavenging activity.
Furthermore, these properties are responsible, at least in part, for in-
ducing a significant increase in the endogenous antioxidant defenses of
saliva, which may provide high protection against oxidative injury
states. This activity may be particularly relevant to the development of
adjunctive treatments to help prevent pain, odynodysphagia, dysgeusia,
dehydration, malnutrition and systemic infections associated with
treatment-related oral mucositis seen in over 500,000 cancer patients
each year [65].

In addition, the antioxidant properties of pinén coat extract could be
improved for use in the wide-ranging field of degradation of metallic
materials in the future. Therefore, the results shown in the present
study indicate that pifién coat extract would be a valuable and ad-
vantageous source of nutraceutical compounds, chemoprotective agents
or green inhibitor of metal corrosion, due to its high antioxidant power,
oligo-element content, non-toxic nature, low cost and environmental
benefits.
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Abstract

Background: The Pehuén or Monkey puzzle tree (Araucaria araucana) is an evergreen coniferous tree, which

has been historically used for social, medicinal, and nutritional purposes. We have recently showed the value of A.
araucana seeds as a rich source of micronutrients and antioxidants. This endemic species present in a reduced area
in Argentina and Chile is endangered because of the low germination rate and the overexploitation of its edible
seeds. Thus, the massive extraction of its seeds is ecologically non-viable resulting in limited availability of its active
metabolites. However, biotechnological approaches are attractive strategies of production of valuable metabolites
and healthy specimens of endangered plants. The aim of this work was to develop a protocol for in vitro production
of antioxidants derived from A. araucana seeds and to obtain healthy plants by optimized seed germination.

Results: Calli of Pehuén seeds were induced in Murashige and Skoog medium with different combinations of

auxins and cytokinins, in light and dark conditions. Callus from embryonic axes developed in medium with 1 mg/I
a-naphthaleneacetic acid and 1.5 mg/l 6-benzylaminopurine in light conditions had efficient biomass production,
antioxidant activity, high phenolic, and flavonoid content and no cytotoxicity on mammalian cells. Additionally, 100 %
germination was obtained in vitro and healthy plants were acclimatized to non-sterile conditions.

Conclusion: In conclusion, in vitro culture of A. araucana could provide new and sustainable options for produc-
tion of its valuable metabolites with possible therapeutic and nutritional uses. Also, optimized plant germination and
acclimatization of endangered species can contribute to the preservation of pristine environments.

Keywords: Plant cell culture, Biotechnology, Conservation, Antioxidants, Medicinal plants

Background

A large number of published studies have confirmed
that increases of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) can bind DNA, lipids,
and proteins to attain stability, thereby turning a physi-
ological condition into a pathological state. Thus, reac-
tive oxidizers cause oxidative stress and are associated
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to development of several diseases in humans, includ-
ing type 2 diabetes, arthritis, cancer, infertility, ischemia,
neurodegeneration, and liver diseases, among others [1,
2]. In this context, experimental and epidemiological data
have shown that a diet rich in antioxidants can reduce the
risk of the diseases by reducing oxidant-mediated cellular
injury and improving human health [1, 2]. The consump-
tion of natural or synthetic antioxidants can mitigate
oxidative damage to cells by inhibiting the propagation
of oxidative chain reactions [3, 4]. However, synthetic
antioxidants have been reported to have negative effects
on consumer health, so research on antioxidants from
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natural resources has now gained considerable atten-
tion, mainly plant derived bioactive compounds, such
as polyphenols, carotenoids, and vitamins. Polyphe-
nols are synthesized by plants as secondary metabolites
and have been extensively studied for their capacity to
improve human health. Historically, the beneficial effects
of polyphenols have been attributed primarily to their
antioxidant capacity and their ability to modulate cellular
antioxidant defense mechanisms by inducing the synthe-
sis of detoxification enzymes. Thus, plant extracts with
high level of polyphenols can be incorporated in func-
tional foods or as food supplements designed to benefit
human health [5, 6].

It is now known that functional foods play an impor-
tant role in the modern food industry. They represent a
promising innovation as they add natural antioxidants to
prevent the rancidity caused by oxidation of unsaturated
fats, to conserve the nutritive value of food, to improve
shelf-life stability of meat products, and to prevent oxida-
tion processes and chronic diseases related to oxidative
stress in human [6, 7]. However, the plant species can
be driven to extinction due to commercial overexploita-
tion. This overexploitation is accentuated by the climatic
change combined with increasing anthropogenic pres-
sures (urbanization sprawl, waste dumping in natural
areas, etc.). In this context, the search for efficient meth-
ods to produce polyphenols and for sustainable strategies
of multiplication of vulnerable plant species is indispen-
sable. Biotechnological production of specialized metab-
olites in plant cell cultures provides obvious advantages:
biomass production is generally quicker than for the
whole plant, plant media composition and plant growth
conditions can be easily controlled, over-collection of
endangered species is avoided, and can be performed in
any place. Indeed, in the last decades, huge efforts have
been made to develop plant biofactories at an industrial
level for the production of bioactive compounds by cul-
tures of undifferentiated cells [8—10]. Furthermore, bio-
technological production based on plant cell and organ
cultures help not only for the commercial production of
several bioactive compounds but also contribute signifi-
cantly to conservation of medicinal and aromatic plant
species, including the anticancer drug paclitaxel (Taxol®;
obtained from Taxus brevifolia, T. baccata and other
Taxus spp.) (https://phytonbiotech.com/) [11].

Among the various medicinal plant species, Araucaria
araucana (Molina) K. Koch (Spanish name “Pehuén,
English name “Monkey Puzzle”; family Araucariaceae)
has gained considerable relevance in the recent past.
This evergreen coniferous tree is endemic of Argentina
and Chile and holds strong cultural and spiritual sig-
nificance for the people who have coexisted with it, his-
torically using it with social, medicinal, and nutritional
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purposes [12]. Nowadays, humans intensively use A.
araucana seeds (pinones) because of their nutritional
composition and culinary applications in a wide range of
regional foods, which are greatly appreciated by tourists.
It is estimated that approximately 90kg/ha and 273 kg/
ha of pifones are harvested annually in Argentina and
Chile, respectively [13]. However, plants need from 25
to 30years for optimal development and sexual maturity,
although in xeric environment as Argentinian Patagonia
sexual differentiation would occur at 75-100years of age
[14]. Pifones are eaten raw, boiled, and toasted and con-
tain antioxidants, polyphenols, flavonoids, and oligoele-
ments like P, K, Mn, Fe, Cu, and Zn [15]. In view of this
and many other reasons, A. araucana populations have
suffered unsustainable exploitation and significant reduc-
tion in their distribution area. Pehuén populations con-
tinue to be threatened by logging, fires, and extensive
livestock use [16, 17]. Additionally, the limited regen-
eration of Pehuén trees (principally asexual by sprout-
ing from roots) and its low passive dispersion and minor
regeneration from seeds produce slow recovery of their
populations facing an extremely high risk of extinction
in the wild [14, 16]. Furthermore, government programs
for conservation purposes that have attempted to obtain
seedlings in greenhouses and to improve the dispersal of
pifiones and the establishment of plantlets in the forest
have not yielded efficient results (personal communica-
tion). As a consequence of all this, Pehuén is listed as
“endangered” species on the Red Data List of the Interna-
tional Union for Conservation of Nature in the category
value, and it is protected on both sides of the Andes
Mountains.

In view of the above reasons and to take advantage of
beneficial properties of A. araucana, and at the same
time promoting conservation of this endangered species,
it is important to develop efficient protocols for its mul-
tiplication and sustainable methods for obtaining its bio-
active metabolites. In this regard, biotechnological tools
provide complementary options for production of metab-
olites from pifiones and use of cellular and/or tissue cul-
ture techniques for faster multiplication and obtaining
highly valued products, such as antioxidants and other
bioactive metabolites. In addition, quality plants regener-
ated in vitro and subsequently acclimated could be used
in different forest restoration programs. These biotech-
nological techniques ensure continuous production of
biomass, regardless of seasonal and geographical condi-
tions, without a negative impact on biodiversity [8—10].

In preliminary studies, we noticed the possibility of
producing antioxidants from callus of pifiones as a sus-
tainable source of its antioxidants [18]. The present
work analyses the optimum combination of auxins and
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cytokinins to obtain high antioxidant content from A.
araucana seed callus, as an eco-friendly approach to use
this valuable resource. Furthermore, the seed germina-
tion protocol was optimized to obtain healthy plants of
this endangered species.

Methods

Chemical reagents

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), antibi-
otics, reagents, and standards were purchased from
Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Saint Louis, MO,
USA (Argentina office). Solvents HPLC grade were from
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA. Fetal
bovine serum was purchased from Natocor, Cérdoba,
Argentina. MilliQ water was used in all experiments.
Sterile 0.22-um PES filters were from GVS Filter Technol-
ogy, Bologna, Italy. Auxins, cytokinins, Agar, D-Sucrose,
and Murashige & Skoog Basal Medium with Vita-
mins & MES were from PhytoTechnology Laboratories
L.L.C, Lenexa, KS, USA. Gibberellic acid GIBERELINA
GA; KA® was from S. ANDO Y CIA SA Buenos Aires,
Argentina.

Vegetable material

Pehuén seeds were harvested from 10 adult trees ran-
domly chosen (mean height 25-35m and mean DBH
1.0-1.5m) located in Pehuén forest, near Villa Pehuenia
in Neuquén province, Argentina (38° 50’ 02.3” S 71° 12/
24.1"W), in April 2017 and 2018. Full and plump pifiones
were transported to the laboratory. Selected seeds (mean
seed length 4-5cm, mean seed width 1.5-2.0cm, and
mean seed weight 2.3-2.7g, as shown in Fig. 1A) were
kept in plastic bags and stored in a refrigerator at 6°C,
to maintain homogeneous temperature and moisture. In
preliminaries experiments [18], callus formation capacity
of pifiones was tested at different times post-harvesting.
Accordingly, all experiments were performed with seeds
up to 12 weeks after collection.

In vitro methodology: callus induction

Seeds were cultured in two forms: slices containing both
endosperm and embryo tissues, and entire embryos
only. Previously, pifién coat had been removed and both
materials (naked seeds and embryos) were separated
and disinfected to introduce them in vitro. The steriliza-
tion process consisted in submerging the naked seeds or
embryos for 2min in a 70% ethanol solution and then in
commercial sodium hypochlorite solution (1.5% active
chlorine) for 15min. Intermediate and final washings
were performed with sterile distilled water. Naked seeds
were sliced in 5 pieces of 2mm thickness while embryos
were cultured complete.
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Callus cultures were established in 60 mm Petri dishes
with Murashige and Skoog (MS) medium [19] supple-
mented with 30g/l sucrose and 8g/l agarose, adjusting
pH to 5.6 £ 0.2. The medium was fortified with differ-
ent combinations of auxins and cytokinins in order to
select the best conditions for callus growth and antioxi-
dant production. Murashige and Skoog medium with
various combinations and concentrations of dichloro-
phenoxyacetic acid (2,4-D) or a-naphthaleneacetic acid
(NAA) used alone or combined with 6-benzylaminopu-
rine (BAP) and gibberellic acid GA; in light (L) and dark
conditions (D) was tested. Cultures were kept in a growth
chamber at 23°C under a 16/8h light/dark photoperiod
(white, blue, and red LED lights in a proportion 1:1:2) or
in darkness in order to produce callus, which were sub-
cultured every 4weeks. Each Petri dish contained 3-5
embryos or slides and each treatment was replicated five
times. The percentage of callus formation at 70 d in each
treatment was calculated using the following the formula:
% callus formation = number of explants with callus/
total number of explants cultured*100.

Sample preparation

Freeze-dried calli were milled into a fine powder and 1g
of each dried sample were extracted in 12ml ultrapure
water and then kept in the dark for 12h at 20°C. In gen-
eral, dry weight was 7 to 8 times less than fresh weight
and no significant differences between treatments were
observed. The extracts were centrifuged at 3000rpm for
10min and supernatants were filtered through a 10-pym
pore nylon filter and stored at — 20°C until analysis. For
comparative purposes, freeze-dried embryo extracts
were also obtained.

Selection of optimum culture conditions

In order to select optimum culture conditions, the fol-
lowing parameters were determined: percentage of callus
formation, biomass production, antioxidant power ana-
lyzed by FRAP and DPPH assays, total phenolic, and fla-
vonoid contents. Calli obtained under culture conditions
resulting in a major percentage of callus formation and
biomass production were used to evaluate antioxidant
power, phenol, and flavonoid content. For comparative
purposes, embryo extracts were also analyzed.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay

Benzie and Strain [20] protocol with minor modifica-
tions was employed to study FRAP activity of callus and
embryo extracts. An extract aliquot of 50 ul was added to
950l of FRAP reagent. FRAP reagent was prepared by
mixing 2.5ml of 10mM TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-tri-
azine) solution in 40 mM hydrochloric acid with 2.5ml of
20mM FeCl;.6H,0 and 25ml of 300 mM sodium acetate
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buffer pH3.6. The reaction mixture was incubated at
37°C in the dark for 7min. After that, the absorbance
was measured at 595nm in a T60UV-Visible Spectropho-
tometer (PG Instruments Limited), and the results were
expressed as ascorbic acid equivalents per milligram of
callus and embryo (ug AAE/mg DW).

Free radical scavenging capacity (DPPH assay)

Free radical scavenging ability of the extracts was
tested by DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) radi-
cal scavenging assay, based on method as described by
Krishnan et al. [21], with some modifications. DPPH
radical (0.8 mM) solution in 95% ethanol was prepared.
DPPH assay was performed to the best callus induction
condition extract. For comparative purposes, embryo
extract and ascorbic acid 0.1 mg/ml were also analyzed.
An aliquot of 50 ul was mixed with 125 pl of 96% etha-
nol solution and 625 pl of 1:1 distilled water and ethanol
solution. The mix was shaken vigorously and the absorb-
ance was recorded against a blank of ethanol without
DPPH.

Kinetics of reactions was monitored at 515nm on spec-
trophotometer until no further decrease in absorbance
was observed. The percentage of inhibition of DPPH
was calculated according to the expression: DP = [(4,—
A)/A(1*100 where A is the initial absorbance of DPPH
(0% inhibition), and A, the time “t” absorbance after
extract mixture has been produced. This time (60s) was
chosen within the interval in which all extracts decay
between 35 and 85%.

Determination of total phenolic content

Total phenolic contents (TPC) of pifién callus and
embryo extracts were measured by the Folin—Ciocal-
teu method according to Soria et al. [22]. Briefly, 50 ul of
extract was mixed with 625pl sodium carbonate (20%,
w/v), 200 ul ultrapure water, and 125l Folin—Ciocalteu
reagent (1N). After 30min in the dark, the absorbance
was measured at 760nm in a spectrophotometer. TPC
was expressed as pg of gallic acid equivalents per milli-
grams of dry weight (ug GAE/mg DW).

Determination of total flavonoids

Total flavonoid contents (TFC) of pifién callus and
embryo extracts were determined by the aluminum chlo-
ride colorimetric method according to Soria et al. [22].
The extracts (50 pl) were mixed with a solution contain-
ing 30l of 10% sodium nitrite, 60 ul of 20% aluminum
chloride hexahydrate, 200 pl of 1N NaOH, and 660 pl of
water. The absorbance of each sample was recorded at
510nm on spectrophotometer and compared with those
obtained from a standard curve made from quercetin.
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TFC was expressed as quercetin equivalents per milli-
gram of dry weight (ug QE/mg DW).

Analysis of biological interaction of extracts: early effects
on cell viability

Cell culture

African green monkey (Cercopithecus aethiops) kidney
cells (VERO cell line ATCC n° CCL-81) were cultured
in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) com-
pleted with 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin-
G, and 40 pg/ml gentamycin sulfate, incubated at 37°C in
a 5% CO, atmosphere [15].

Cellular viability

VERO cells were seeded onto 96-well tissue culture test
plates at 6000 cells per well. After 24h post-seeding, the
medium was replaced with a fresh one containing cal-
lus extract (from the optimum medium chosen) at final
concentration of 50, 100, 150, 200, or 400 pug DW/ml of
medium or with fresh medium only (control). Viable cells
were stained with 0.5% crystal violet in 50% methanol in
water solution, for 15min. After being washed with 50%
methanol three times, the stained cells were solubilized
with a solution containing 0.1 M sodium citrate, pH5.4,
and 20% methanol. The absorbance of each well was
read at 630nm with a Rayto RT-2100C microElisa reader
(Rayto Life and Analytical Sciences Co., Ltd. China). The
viability percentage was defined as the relative absorbance
of treated versus untreated control cells (100%), and rep-
resents the mean =+ SD of two independent experiments.

In vitro germination and plantlets acclimatization
Germination

In order to evaluate germination, two types of pifiones
were used: pinones with whole coat and peeled pifones.
After washing them, they were left to soak 12h in water.
Then, disinfection was performed with 70% (v/v) ethanol
for 2min, followed by 1.5% (w/v) sodium hypochlorite for
15min and washed three times with sterile distilled water.
Seeds were incubated in agarized (0.8% w/v) MS medium
with 3% (w/v) sucrose, at pH 5.6. Cultures were maintained
at 23 + 2°C, under 16/8h light/dark photoperiod using
LED lights (white, blue and red in a proportion 1:1:2). The
experiment was carried out with fifteen randomly selected
seeds per treatment and was repeated five times.

Acclimatization

Plantlets (2 month-old) were carefully removed from the
glass culture vessels; roots were washed with sterile water to
remove medium and then transferred into sterile pots filled
with sterilized soil and sand (2:1v/v). Soil from Pehuén for-
est, previously collected in Villa Pehuenia (38° 51/40.140’ S
71° 3’ 51.264/ W) was used. Plantlets were acclimated for 7
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weeks under culture room conditions. In the first 2 weeks,
each pot was covered with a polyethylene bag, which was
perforated in the third week to allow air exchange. Plant-
lets were grown for 1 week with the polyethylene bag perfo-
rated. Then, polyethylene bags were removed and plantlets
were watered every 2 days for 2 weeks with distilled water
and with tap water for the next 2 weeks. Later, plants were
moved to a greenhouse in 16-cm-wide polypropylene pots
filled with soil from Pehuén forest. Thirty days after trans-
planting the plantlets to the greenhouse, the percentage of
seedling survival was evaluated.

Statistical analysis

All experiments were conducted at least two times. For
statistical analysis, all assays were performed in triplicate,
and quantitative data were expressed as mean of two
experiments + standard deviation. Data were analyzed
with InfoStat version 2020. Student’s ¢ tests were car-
ried out to determinate differences between treatments,
where P value <0.05 was considered statistically different.

Results

Selection of optimum culture conditions

In vitro callus induction from pinén

For pifién callus induction, different combinations of the
auxins NAA and 2,4-D with BAP and GA; were tested.
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Callus cultures from pifiones developed after 10-14
days, only in the embryonic axis, not in cotyledons or
endosperm. Figure 1B (up) shows that the slide contain-
ing embryonic axes (a) developed callus in this tissue,
contrary to what happened with those slides containing
parts of cotyledons and endosperm (b and c). This obser-
vation can be clearly seen also in Fig. 1B (down), when
isolated embryos were cultured. Then, embryos were
used to callus induction. The results showed callus for-
mation when the auxin NAA was used under light or
dark conditions while there was low or null callus forma-
tion using 2,4-D (Table 1). The best conditions of pifién
callus induction was in MS medium supplemented with
1mg/l NAA and 1.5mg/l BAP, grown in light conditions
with 57.1% of callus formation (Table 1, treatment 7). A
decreased biomass production was detected when GA,
was added to the best induction condition. Calli devel-
oped in 2mg/l 2,4-D and 1mg/l BAP, and 1mg/l NAA
and 2mg/l BAP in light conditions (Table 1, treatment
6 and 9, respectively) showed low percentage of forma-
tion and weight (12.6 and 3.5mg per callus, respec-
tively), so they were not taken into account for the next
measurements.

In vitro production of antioxidants
In this work, we analyzed antioxidant activity of pifién
callus extracts by FRAP assays. Additionally, DPPH

D

ST

Percentage of cellular viability

0 50 100 150 200 400

AA 0.1 mg/ml  Embryo INAA -1.5BAP

Pifion callus extract concentration (ug/ml)

Fig. 1 A Healthy pifiones collected from adults trees located near Villa Pehuenia (Neuguén Province, Argentina) and entire embryos separated
used for in vitro culture. B Callus formation in piidn slides (up) and isolated embryos (down); where a are callus grown in embryonic axis, b and

c are slides of cotyledons and endosperm with no callus formation. Photos correspond to callus 45 days old in 60 mm Petri dishes. C Antioxidant
capacity of ascorbic acid solution, embryo, and callus obtained in MS medium supplemented with 1 mg/l NAA and 1.5mg/I BAP, in light conditions.
Results obtained by DPPH assay are expressed as percentage inhibition of DPPH radical at 60s (DPy). Different letters indicate statistically significant
differences. D Effect of different concentrations of callus extract (grown in MS medium with 1.5mg/I BAP and 1 mg/I NAA in light conditions) on
VERO cells viability. Values are expressed as % with respect to control cells (100%). E Representative photos of stages of in vitro germination (left),
establishment (middle) and acclimatization (right) of A. araucana seedlings
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assay was performed to the best callus induction con-
dition (Table 1, treatment 7). The results showed that
callus developed in both light and dark conditions had
higher antioxidant capacity compared to embryo, except
those obtained in MS medium supplemented with 1 mg/1
NAA, 1.5mg/l BAP, and 0.5mg/l GA;, in dark conditions
(Table 1, treatment 20). Callus obtained in MS medium
supplemented with 1 mg/l NAA and 1.5mg/l BAP in light
conditions had 10.5pg AAE/mg DW and 43% of inhibi-
tion of radical DPPH (DPy in Fig. 1C), while embryo had
significantly lower antioxidant power (1.2ug AAE/mg
DW and 17 % inhibition of radical DPPH (Fig. 1C).

Determination of total phenolic and flavonoid contents

It has been suggested that in optimization of metabo-
lite production, the first stage consists in choosing the
appropriate culture conditions to obtain higher percent-
age of induction and maintenance [23]. For this reason,
embryos under treatments that induced major callus for-
mation were selected to continue the studies and com-
pare antioxidant activity.

The callus extracts that were selected (treatment 6
and 9 were discarded) had significantly more TPC than
embryo extracts, between 5 and 14 times. Extracts of
pifién embryo had 0.98pug GAE/mg DW while callus
under the best induction condition had 9.67 pg GAE/mg
DW.

Under our cell culture conditions, callus grown in simi-
lar medium had lower TPC in the dark than those grown
in light conditions. On the other hand, pifidén callus
grown in dark conditions had significantly higher TFC
than those obtained in light. In this regard, when TFC of
callus is compared with that of the whole embryo, only
treatment 19 showed significantly higher values (23.17 vs.
16.07 ug QE/mg DW, Table 1). Additionally, the antioxi-
dant efficiency was determined by comparing antioxidant
production of 100 embryos with antioxidant production
of calli from 100 embryos. So, only treatment 7 (1 mg/l
NAA and 1.5mg/l BAP, in light conditions) was highly
efficient.

Biological test for callus extracts

Early effects on VERO cells viability were evaluated in
order to discard toxic effects. It was found that extract
from callus grown in the optimum medium chosen (MS
medium with 1 mg/l NAA and 1.5mg/1 BAP in light con-
ditions) did not decrease cellular viability at any of the
concentrations used after 2hours of incubation (Fig. 1D).
As aresult, in vitro culture of piiién embryo cells in these
conditions would not add any toxic substance that could
decrease VERO cells viability.
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In vitro germination and acclimatization

In this work, pifién germination was improved with a
previous imbibition treatment, by pulling off the pinén
coat and with incubation at 23°C. Thus, a 100% in vitro
germination was achieved at 6 d and healthy plants were
obtained (Fig. 1E). Pinén scarification allowed water
to enter and it unchained metabolic and physiological
mechanism of germination. Accordingly, pifién-soaking
pretreatment combined with efficient and maintained
disinfection could be the main factor to obtain 100% of
germination because imbibition triggers metabolic and
physiological mechanisms of germination.

Plantlets removed from the culture medium and
washed with sterile water were well acclimated to new
substrate. Furthermore, all the plantlets acclimatized in
the greenhouse in non-sterile conditions with soil col-
lected from Pehuén forest showed development of new
leaves after 2 weeks (Fig. 1E).

Discussion

A. araucana is an evergreen coniferous tree, which has
been historically used for social, medicinal and nutri-
tional purposes [12]. It is an endemic species of high
conservation value, present within a reduced area in
Argentina and Chile and protected by both countries.
Nowadays, the intensive use of its seeds due its nutri-
tional composition, the reduction of its distribution area
for agricultural and forestry use, and the limited regen-
eration from seeds produce slow recovery of their popu-
lations facing an extremely high risk of extinction in the
wild [14, 16]. Thus, germination and production of its
valuable metabolites through in vitro culture are recog-
nized as possible alternatives for the multiplication, con-
servation, and utilization of endangered species [9, 24,
25].

To obtain secondary metabolites, we developed non-
embryogenic calli with homogenous and dedifferenti-
ated cells, according to Cardemil and Jordan [26], who
observed that only embryonic cells of A. araucana had
the capacity to form callus and to induce callus in the
megagametophyte.

In this regard, it is well known that plant hormones
can act as elicitors through interaction with specific tar-
get tissues, inducing genetic and physiological responses
in plants. In particular, auxins and cytokinins signal-
ing pathways have been related to promotion of callus
induction [9]. This study revealed that the MS medium
enriched with 1mg/l NAA and 1.5mg/l BAP was
observed to be optimal for the induction and growth of
callus, in light conditions. Compared to the antioxidant
activity found in the embryo, this biomass produced 2.14
times higher antioxidant activity than one embryo. This
result suggests that the biomass of pifiones produced
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in vitro would be an interesting nutraceutical candidate
for human consumption. Additionally, our previous
results [15] showed that pulp (edible part composed by
embryo and endosperm; mean weight 1.8g per pinén)
of one pinén contains 1.55mg AAE, while 0.208 mg
AAE can be provided from callus of one embryo. How-
ever, 540days (18 months) are necessary to obtain one
matured seed, while in vitro production is continuous
(24/7). Therefore, although plant in vitro (tissue culture)
techniques are time-consuming because several param-
eters have to be tested to obtain an optimum system for
metabolite production, the overall production time was
significantly shorter than the growth cycle of a whole
plant. Certainly, plant cell cultures have been described
to be more efficient in antioxidants extraction than
plant collection from nature, so they represent alterna-
tive sources for the easy and scalable production of sec-
ondary metabolites [10, 27]. In that way, this in vitro
method, independent of climatic and geographical con-
ditions, could provide continuous, sustainable, and via-
ble production of natural antioxidants derived from A.
araucana. Furthermore, in vitro plant cultures offer the
possibility to increase the synthesis of selected second-
ary metabolites by using elicitors, by manipulation of
metabolic pathways and metabolic engineering, as well
as by biotransformation. In addition, production can be
scaled up in bioreactors [10, 27]. As it occurs in several
vegetable foods, polyphenol content is highly related to
antioxidant activity, and it is well known that light is a
physical factor, which stimulates the secondary metab-
olites biosynthesis, including phenolic compounds, in
in vivo and in vitro conditions. Additionally, phenolic
content and antioxidant activity in cell cultures varies
largely, depending upon light wavelength, plant species,
and culture type [28, 29]. Our results suggest that poly-
phenol content increased during in vitro culture condi-
tions, mainly under light conditions. An increase in the
production of polyphenols was also described in callus
obtained from seeds of other species [30]. These results
can be explained by the occurrence of more phenolic
content in the embryonic axes (from which we obtained
pifién callus) than in cotyledons, as it occurs in several
seeds [31, 32]. Indeed, the presence of polyphenols in
embryonic axes has been closely related to seed viabil-
ity because of their role in scavenging ROS and prevent-
ing aging processes [33]. Contrarily, flavonoid content of
callus was lower or similar (mainly in dark conditions)
when compared with that of the whole embryo. There-
fore, results suggest that the greater antioxidant power
of callus compared to that of embryos may be related
to a higher synthesis of non-flavonoids polyphenolic
compounds under in vitro conditions, mainly in light.
Thus, the combination of 1 mg/l auxin NAA and 1.5mg/1
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cytokinin BAP promoted the initiation and maintenance
of in vitro culture of pifién embryo cells and stimulated
biosynthetic pathways for the production of high-value
metabolites for nutrition and health. Thus, this biotech-
nological method, based on in vitro culture, is currently
being applied at the industrial level for the production
of several phytochemicals with similar or superior yields
to those of plants crops. Furthermore, plant cell culture
is the only economically viable way of producing some
high-value metabolites from endangered plants. Some
examples include arbutin, berberine, and shikonin man-
ufactured by Mitsui Chemicals, Inc., ginseng by Nitto
Denko Corporation, and paclitaxel by Phyton Biotech
Inc. [11].

Considering the nutraceutical potential of pifién callus,
cytotoxicity of the extract was determined. As expected,
no early cytotoxic effects were found in VERO cells
exposed to pifidn callus extract, such as it was reported
by Gallia et al. [15] with pifién embryo, endosperm, and
coat. This results agree with the historical medicinal and
nutritional uses of these seeds by regional communities
[12] and other research about cytoprotective effects of
phenolic extracts of species of the genus Araucaria [34,
35].

Indeed, socio-cultural factors (ancient and actual)
have also contributed, together with environmental fac-
tors, both to the preservation of these living fossils and
to their current state of degradation and fragmentation.
Sexual reproduction of A. araucana occurs mainly in
areas with better state of conservation, as observed in
protected areas such as the Lanin National Park (https://
www.argentina.gob.ar/parquesnacionales/lanin). In con-
trast, in those populations that inhabit areas with distur-
bances, such as livestock and human pressures, asexual
reproduction by root suckering predominates [35]. This
behavior could decrease genetic variability, distribution
area, and adaptability to new environmental conditions.
Some authors have suggested that modern technolo-
gies like in vitro production of planting material and
secondary metabolites could be used for faster multi-
plication and large scale production [24, 25]. Therefore,
various approaches can be taken to protect A. araucana
through in vitro culture. For example, the planting mate-
rial could be used for reforestation of areas that have
been exploited for agricultural-livestock use in which
the density of trees has decreased. This idea is in keep-
ing with the fact that following seed germination and
raising nursery, transplantation of such seedlings within
and outside the forest range carried out by local com-
munities has been one of the reasons of community
involvement in conservation of the target species [12].
Furthermore, native plantations for economic purposes
in nearby areas could mitigate the effect of habitat loss
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and fragmentation. This will ensure conservation of
other native species and at the same time allow sustain-
able harvesting of the relevant species, as has been dem-
onstrated in A. angustifolia plantations [36].

In A. araucana seeds, the embryo keeps its metabolic
activity throughout ontogeny and if the environmental
conditions are optimum, they could germinate rapidly
after dispersion event [14]. However, pifiones are recalci-
trant seeds and have an impermeable seminal tegument
that prevents water entering, and it generates mechanic
resistance to embryo growth, so the germination event
has some limitations. In this study, after 6 days, 100%
in vitro germination was achieved with a previous imbi-
bition treatment, scarification, and incubation at 23°C.
In natural conditions, scarification could be caused by
the knock of pifiones onto the rocky soil, the grazing by
animals, fungi and bacteria, or water and snow disper-
sion [14, 26], and germination could occur during the
wet season. A previous study has reported that imbibi-
tion treatment effectively enhance germination rate and
percentage in seeds of A. araucana [14]. However, in
that study, the germination percentage did not exceed
50% germination (just obtained after 15 days) because
no sterile culture conditions were used and seeds quickly
rotted. Our results show that the in vitro germination
protocol developed in this study, despite being more
expensive and less simple, is efficient. Furthermore,
such in vitro germinated plants could be further used
for micropropagation and/or directly planted into its
natural habitat; such strategies have been successfully
reported for numerous endangered species with medici-
nal use 25, 37, 38].

Conclusions

The present research provides a conservationist protocol
for use and multiplication of endangered species Arau-
caria araucana. Secondary metabolites of great interest
for health and vigorous plants can be obtained preserving
this species and its environment. Callus developed in the
embryonic axes of pifién produced high values of antioxi-
dant activity, phenolic and flavonoid content, with non-
toxic effect in mammalian cells. This work is the first step
towards obtaining valuable secondary metabolites from A.
araucana, with possible therapeutic and nutritional uses
following a sustainable, efficient, and reliable procedure.
In addition, in vitro germination of pifiones is considered
a promising strategy for the regeneration of the species.
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