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RESUMEN

Las bayas contienen gran cantidad de compuestos que otorgan diferentes tipos de beneficios,
especialmente por la presencia de flavonoides que aportan capacidad antioxidante, antiinflamatoria y
guimiopreventiva, las bayas de la planta silvestre Leandra subseriata (Naudin) Cong; actualmente son
consumidas esporadicamente por habitantes de la region y por la fauna silvestre, no se encuentra ningln
registro de investigaciones relacionadas con su composicién, propiedades bioldgicas y/o potenciales
beneficios para la salud; por ello se propuso como objetivo de estudio evaluar el efecto antioxidante del
extracto de los frutos maduros de Leandra subseriata (Naudin) Cong en presencia de radicales libres del
oxigeno, 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS) y en la regulacion de respuestas tempranas
de neutrofilos humanos estimulados con Lipopolisacarido (LPS). Para cuantificar las antocianinas en el
fruto se trabajd con bayas maduras y el extracto se obtuvo por maceracion directa en metanol 1:1, se realizd
cuantificacion alternativa por el método de Giusty & Wrolstad, los resultados se expresan en Cianidina-3-
Gucosido (C3G); para evaluar capacidad antioxidante se trabajé con extracto acuoso obtenido por
maceracion directa y zonicacion, se determind la capacidad de reduccion del radical catiénico ABTS con
base en curvas de calibracion establecidas con Trolox y Acido Ascdrbico, adicionalmente se realizd pruebas
de generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en neutréfilos humanos aislados de sangre
periférica. Para evaluar la regulacion de liberacion de metaloproteinasa 9 (MMP-9) se trabajo con tres
concentraciones del extracto acuoso de bayas maduras (10 -25 -50 pg/ml) sobre 1x106 neutrofilos
incubados en HBSS+Ca*2 a 37°C por 10 minutos, posteriormente fueron estimulados por 30min con LPS
(10 pg/mL), se recuperd sobrenadante por centrifugacion y se realiz6 analisis de Zimografia. Para verificar
gue los efectos observados no eran producto de muerte celular de neutréfilos se realizaron pruebas de
citotoxicidad con ioduro de propidio (IP 5 mM) utilizando como control positivo en muerte celular Tritdn
X100 (0,2%).

Se encontro que el extracto metandlico de los frutos maduros presentaron una concentracion promedio de
antocianos totales de 6,898mg C3G por cada 100g de fruto; en cuanto a la capacidad antioxidante, se
demostro que el extracto acuoso present6 un porcentaje de captacion en la reduccion del radical libre ABTS
que va desde el 16,19% hasta el 74,53%; las pruebas in vitro sobre neutréfilos humanos demostraron que
la capacidad antioxidante del extracto inhibe la produccion de EROs en neutréfilos estimulados con Factor
Activante Plaquetario (PAF) 100 uM. De igual manera se demostrd que el extracto de frutos maduros de
L. subseriata (50 pug/mL) disminuye significativamente la liberacién de MMP-9 en neutréfilos estimulados
con LPS. En la prueba de citotoxicidad se demostré que hubo una disminucion significativa de muerte
celular al incubar los neutréfilos con el extracto de L. subseriata (10, 25 y 50 pg/mL) con respecto al control
positivo.

Se evidencid que el extracto acuoso de las bayas maduras de L. subseriata presenta una potencial capacidad
antioxidante, posiblemente asociado a la presencia de compuestos fendlicos tipo antocianatos como
Ciandina-3-Glucosido (Antocianina mas comun en frutos); esta capacidad antioxidante es capaz de inhibir
in vitro la produccion de EROs en neutréfilos humanos estimulados con PAF, de igual manera el extracto
a concentracion de 50 pg/mL disminuye significativamente la liberacion de MMP-9 en neutréfilos
estimulados con LPS lo cual evidencia potencial actividad antinflamatoria del extracto. Los resultados
obtenidos en este estudio, son efecto de la accion del extracto sobre neutrofilos viables ya que en ninguna
de las concentraciones se determind citotoxicidad cuando se realizé el ensayo con IP.

Palabras Clave: Bayas, Antioxidantes, Antocianinas, Inflamacion, MMP-9, EROs, Leandra subseriata.



Abstract

The berries contain compounds that provide different types of benefits, especially the presence of
flavonoids that provide antioxidant, anti-inflammatory and chemopreventive effects. Berries of the wild
plant Leandra subseriata (Naudin) Cong; are sporadically consumed by inhabitants of the region and by
the wild fauna, there is no record of investigations related to their composition, biological properties and /
or potential health benefits; therefore, it was proposed as a study objective to evaluate the antioxidant effect
of the extract of the mature fruits of Leandra subseriata (Naudin) Cong in the presence of oxygen free
radicals, 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonic (ABTS ) and in the regulation of early responses of
human neutrophils stimulated with Lipopolysaccharide (LPS). To quantify the anthocyanins in the fruit
worked with blueberries and the extract was obtained by direct maceration in methanol 1: 1, alternative
guantification was performed by the Giusty & Wrolstad method, the results are expressed in Cyanidin-3-
Gucoside (C3G ). To evaluate the antioxidant capacity worked with aqueous extract obtained by direct
maceration and zonication; the ABTS cationic radical reduction capacity was determined based on
calibration curves established with Trolox and Ascorbic Acid, additionally tests were carried out to generate
reactive oxygen species (ROS) in human neutrophils isolated from peripheral blood. To evaluate the
regulation of release of metalloproteinase 9 (MMP-9), three concentrations of the aqueous extract of
blueberries (10 -25 -50 pg / ml) were studied on 1x10° neutrophils incubated in HBSS + Ca*? at 37°C for
10 minutes, later they were stimulated by 30 min with LPS (10 pg / mL), supernatant was recovered by
centrifugation and Zymography analysis was performed. To verify that the observed effects were not a
product of neutrophil death, cytotoxicity tests were performed with propidium iodide (IP 5 mM) using
Triton X 100 (0.2%) as cell death positive control.

Was found that the methanolic extract of the blueberries presented an average concentration of total
anthocyanins of 6,898 mg C3G per 100 g of fruit; regarding the antioxidant capacity, it was shown that the
aqueous extract showed a reduction percentage was found that the methanolic extract of the ripe fruits
presented an average concentration of total anthocyanins of 6,898 mg C3G per 100 g of fruit; regarding the
antioxidant capacity, it was shown that the aqueous extract showed a reduction percentage of the ABTS
free radical that goes from 16.19% to 74.53%; In vitro tests on human neutrophils showed that the
antioxidant capacity of the extract inhibits the production of ROS in neutrophils stimulated with 100 uM
Platelet Activating Factor (PAF). Likewise, it was demonstrated that the extract of blueberries of L.
subseriate (50 pg / mL) significantly decreases the release of MMP-9 in neutrophils stimulated with LPS.
In the cytotoxicity test, it was shown that there was a decrease in the number of dead cells in neutrophils
incubated with L. subseriate extract (10, 25 and 50 pug / ml) in comparation with positive control.

Wias evidenced that the aqueous extract of the blueberries of L. subseriata presents a potential antioxidant
capacity, possibly associated with the presence of anthocyanin-like phenolic compounds such as Ciandina-
3-Glucoside (Anthocyanin more common in fruits); This antioxidant capacity is able to inhibit production
of EROs in vitro in human neutrophils stimulated with PAF, in the same way the extract of concentration
of 50 pug / ml that the significant release of MMP-9 in neutrophils stimulated with LPS which evidences
potential activity anti-inflammatory of the extract. The results obtained in this study are an effect of the
action of the extract in viable neutrophils because no cytotoxicity was determined in IP test.

Key Words: Blueberries, Antioxidants, Anthocyanins, Inflammation, MMP-9, ROS, Leandra subseriata.
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GLOSARIO DE TERMINOS

BLUEBERRY:: Fruto de color purpura con propiedades antioxidantes proporcionadas por antocianinas,
ademas son fuente natural de otros fitoquimicos quimiopreventivos tales como: Flavonoides, acidos
fendlicos, acido elagico, vitaminas C y E, acido folico y B-sitosterol. No es frecuente que frutas o cualquier
otro material vegetal demuestre diversos grados de actividad biol6gica (Boivin, Blanchette, Barrette,
Moghrabi, & Beliveau, 2007).

ANTIOXIDANTE: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion
es una reaccidn quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones
de oxidacion pueden producir radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células.
Los antioxidantes terminan las reacciones en cadena quitando los intermediarios del radical libre e inhiben
otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos; debido a esto los antioxidantes son agentes
reductores como por ejemplo antocianinas (Elejade, 2001; Huanqui, 1997).

ANTOCIANINA: Pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas de las células vegetales y que
otorgan el color rojo, parpura o azul a hojas, flores y frutos (Wagner, 1982). Frutos de plantas que contienen
antocianinas presentan una elevada actividad antioxidante Yy antiinflamatoria que incrementa su valor
comercial, alimenticio y potencialmente farmacéutico (Coelho, Assumpgdo, Prestes, & Denadai, 2015).

ESTRES OXIDATIVO: El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva
a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores
pro oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por
déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno.
Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacién estructura-funcién en cualquier célula, 6rgano,
sistema o grupo celular especializado (Ames, Shigenaga, & Hagen, 1993).

RADICALES LIBRES: Son especies quimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atbmica presentan un
electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran
inestabilidad, son moléculas ubiquitarias y difusibles que se produce por diferentes mecanismos entre los
gue se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y las reacciones
de oxidacion, por lo que produce dafio celular (oxidativo), al interactuar con las principales biomoleculas
(Elejade, 2001).

INFLAMACION: Respuesta inespecifica frente a las agresiones del medio, y esta generada por los agentes
inflamatorios. La respuesta inflamatoria ocurre solo en tejidos conectivos vascularizados y surge con el fin
defensivo de aislar y destruir al agente dafiino, asi como reparar el tejido u 6rgano dafiado. Se considera
por tanto un mecanismo de inmunidad innata, estereotipado, en contraste con la reaccion inmune adaptativa,
especifica para cada tipo de agente infeccioso (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2014), el mayor problema que
surge de la inflamacion es que la defensa se dirija tanto hacia agentes dafiinos como a no dafiinos, de manera
que provoque lesion en tejidos u 6rganos sanos.

NEUTROFILOS: Conocidos como granulocitos o leucocitos polimorfonucleares (PMN), juegan un papel
crucial en la inmunidad innata contra patégenos bacterianos y fangicos; participan en el desarrollo de la
reaccion inflamatoria y como efectores de la inmunidad adaptativa (Winkler et al., 2010).

METALOPROTEINASA-9: Entre las enzimas proteoliticas identificadas en los PMNs, las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) han atraido considerable atencion por su papel propuesto
en la destruccion de la matriz extracelular en condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Ley, Smith, & Stark,



2006; Winkler et al., 2010). La secrecion de MMP-9 es inducida por citoquinas proinflamatorias, y es
importante en la regulacion de la inflamacién en diversas patologias, pues facilita la migracion de
neutréfilos al sitio de la infeccion (Atkinson & Senior, 2003; Kim, Kwon, & Kim, 2012). Adicionalmente,
esta gelatinasa (MMP-9) contribuye a la remodelacidn de tejidos, induce la formacién de vasos sanguineos
(Angiogénesis), mejora la migracion celular, activa o inactiva las citoquinas proinflamatorias, de alli la
importancia del estudio de su regulacién en el progreso de diversas patologias (Fiore, Fusco, Romero, &
Stamenkovic, 2002; Kim et al., 2012).

Leandra subseriata: Son arbustos que pueden alcanzar entre 1 a 3 m de altura; presenta ramas jovenes
redondeadas, peciolos e inflorescencias cubiertas con abundantes tricomas. Las hojas de aproximadamente
6.5-19 x 2-9.5 cm, de forma eliptico-ovadas a ovado-lanceoladas, nervio principal paralelamente dividido
en la base. Presenta inflorescencias en paniculas, multifloras; flores subsésiles o con pedicelos; bractéolas
persistentes. Flores pentameras, pétalos de color blanco y textura granulosa. Las tecas de las anteras de
color amarillo, ovario infero, trilocular, collar apical corto, ciliado. Los frutos son tipo bayas 4-5 mm de
didmetro, purpuras cuando maduras; semillas de 0.5 mm. Presenta un nimero de cromosomas diploides 2n
= 34 (Mendoza & Ramirez, 2006).



ABREVIACIONES
Lg: microgramos
pg/mL: microgramos por mililitro
MMP-9: Matriz Metaloproteinasa 9
ECM: Matriz Extra Celular
LPS: Lipopolisacérido
PAF: Factor Activante Plaquetario
fMLP: y N-formilmetionina-leucil-fenilalanina
IL-8: Interleuquina-8
EROs: Especies Reactivas de Oxigeno
ABTS: 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico
Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
E1: Concentracion Extracto Leandra subseriata en 10 pg/mL
E2: Concentracidn Extracto Leandra subseriata en 25 pug/mL
E3: Concentracion Extracto Leandra subseriata en 50 pg/mL
HBSS: Solucién Salina Equilibrada de Hanks
HBSS + Ca*?: Solucién Salina Equilibrada de Hanks mas calcio
PMNs: Polimorfonucleares
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa
LRU: Unidades Relativas de Luminiscencia

UAD: Unidades Relativas de Densitometria
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1. INTRODUCCION

La oxidacion consiste en un proceso bioquimico en el cual un elemento cede electrones
(Oxidacidn) y otro compuesto los capta (Reduccidn); en otras palabras, un compuesto pierde
electrones y el otro los acepta (Elejade, 2001; Sies, 2015). Por éste motivo, es comdn hablar

del término general de reacciones de 6xido reduccion (redox). La propia vida es el resultado

del fendmeno redox puesto que procesos oxidativos participan en la obtencion de la energia
celular (Elejade, 2001). Sin embargo, cuando se genera un desbalance entre procesos de
oxidacion y reduccion se produce el estrés oxidativo, el cual no puede ser medido con un
solo parametro y es una realidad compleja que afecta todos los niveles bioldgicos (Elejade,

2001).

Durante el estrés oxidativo la produccion de radicales libres aumenta en forma descontrolada
y aunque las células cuentan con agentes antioxidantes que funcionan como mecanismos para
la proteccion contra su efecto nocivo, la existencia de un desequilibrio entre las velocidades
de produccioén y destruccién de moléculas tdxicas generado por mala nutricién, enfermedad
u otras causas, dan lugar al aumento en la concentracion celular de radicales libres (Sies,
2015). Es durante el estrés oxidativo cuando se manifiestan lesiones producidas por la
reaccion quimica de los radicales libres con proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN al
interior de las células, y con componentes de la matriz extracelular, desencadenando dafios

irreversibles que incluso pueden llevar a la muerte celular ( Venereo, 2002).
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Enfermedades o procesos asociados al dafio oxidativo y al ataque de radicales libres en
moléculas bioldgicas son por ejemplo el cancer, ateroesclerosis, cataratas, envejecimiento y
cuadros inflamatorios cronicos, que a su vez estdn asociados con el desarrollo de
enfermedades tales como artritis, asma, invasion tumoral, metastasis y progreso de
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Diaz, Guevara, Espinosa,

Chévez, & Limon, 2012; Kang et al., 2001; Venereo, 2002).

Durante procesos inflamatorios, los neutréfilos conocidos como granulocitos o leucocitos
polimorfonucleares (PMN), juegan un papel crucial en la inmunidad innata, combatiendo
patdgenos; participan en el desarrollo de la reaccion inflamatoria y como efectores de la
inmunidad adaptativa (Winkler et al., 2010). Los neutréfilos son las primeras células en llegar
al sitio de la infeccidn, desplegando un potente arsenal de enzimas y moléculas para destruir
el agente infeccioso, asi como a las células circundantes y tejidos infectados (Winkler et al.,

2010).

Entre las enzimas proteoliticas identificadas en los PMNs, las metaloproteinasas de matriz
extracelular (MMPs) son de considerable atencion por su papel propuesto en la destruccién
de la matriz extracelular en condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Ley et al., 2006; Winkler
et al., 2010). La secrecion de la gelatinasa MMP-9 (MMP de Interés) es inducida por
citoquinas proinflamatorias y es importante en la regulacion de la inflamacion, en diversas
patologias, pues facilita la migracion de neutrofilos al sitio de la infeccion (Atkinson &

Senior, 2003; Kim et al., 2012). La MMP-9 contribuye a la remodelacién de tejidos, mejora
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la migracion celular, activa o inactiva las citoquinas proinflamatorias, induce la formacion
de vasos sanguineos (angiogénesis), de alli la importancia del estudio de su regulacion en el
progreso de diversas patologias cronicas (Fiore et al., 2002; Kim et al., 2012). Aunque los
neutrdfilos son considerados benéficos, una activacion inadecuada de estos que conlleve a
una liberacién exacerbada de MMP-9 puede conducir al desarrollo de dafios en los tejidos
durante reacciones inflamatorias crénicas o procesos autoinmunes (Ley et al., 2006; Mdcsai,

2013; Winkler et al., 2010)

En los dltimos afios, el interés por investigar problemas relacionados con procesos
inflamatorios exacerbados, especies reactivas del oxigeno (EROs), estrés oxidativo, radicales
libres, y la necesidad por encontrar posibles alternativas de solucién con el uso de
antioxidantes han aumentado exponencialmente; por ello es de gran importancia realizar
estudios de antioxidantes esenciales en diversos campos como bioquimica, biologia y

medicina ( Venereo, 2002).

Algunas plantas tienen una contribucién importante en el sistema de salud de muchas
comunidades locales, debido a que su uso es frecuente en la mayoria de la poblacion rural
(Mimura, Salatino, & Salatino, 2004; Spessoto, Ferreira, Crotti, Silva, & Cunha, 2003). Estas
plantas desempefian un papel predominante en la investigacién, como punto de partida para
el desarrollo e innovacion en la produccion de farmacos; es asi como el conocimiento de las

plantas medicinales cada dia se ubica en un lugar destacado como una de las practicas
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alternativas de amplia eficacia, seguridad y bajos costos, siempre y cuando sea usado en

forma responsable por personal calificado (Krozel, 1991).

Plantas ricas en flavonoides han sido usadas en medicina tradicional como agentes
antimicrobianos, antiinflamatorios y antioxidantes; particularmente en relacion a la
modulacion de respuestas primarias de neutrofilos se ha determinado que la accion de
antocianinas pueden disminuir la respuesta inflamatoria en neutréfilos estimulados con
Lipopolisacarido (LPS) ex vivo; las antocianinas disminuyen la produccion y liberacion de
factores pro-inflamatorios como la elastasa, EROs, Interleuquina-8 (IL-8), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a)) y matriz metaloproteinasa 9 (MMP-9). Modulando de esta manera la
respuesta inflamatoria de neutréfilos humanos por la inhibicién de citoquinas seleccionadas

y enzimas pro-inflamatorias (Granica, Piwowarski, & Kiss, 2015).

Las plantas de la familia Melastomatacea han sido usadas en medicina tradicional,
especialmente en Asia y Latinoamérica (Schultes, 1981). Es considerada una de las familias
de importancia botanica (plantas con valor nutricional) y se ha reportado que sus principales
componentes quimicos son de tipo: flavonoide (Mimura et al., 2004) triterpenos (Clausing &
Renner, 2001), polifendlico, especialmente taninos hidrolizables monométricos ¢
pentdmericos y en menor medida sustancias cianogénicas y alcaloides (Isaza, Ito, & Yoshida,

2004).

Dentro de la familia Melastomatadcea se encuentra el género Leandra, de ubicacién

neotropical y subtropical con mas de 200 especies (Wurdack, 1973, 1980). Para Colombia,



20

se conocen registros de 26 especies en todos los ecosistemas desde el nivel del mar hasta los
3.200 m de altitud, excepto zonas xerofiticas y sub-xerofiticas. Son predominantes en zonas
bajas amazonicas, piedemonte oriental de los Andes y Chocé Biogeografico (Mendoza &
Ramirez, 2006; Tabarelli & Peres, 2002). La especie Leandra subseriata (Naudin) Cogn
presenta un fruto tipo baya que es de gran interés debido a que es consumido localmente y
por el color pdrpura que presenta cuando estan maduros, indicando que podria contener
antocianinas; pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas de las células vegetales
y que otorgan el color purpura, rojo o azul a frutos, flores y hojas, (Wagner, 1982; Wurdack,
1973, 1980). Plantas cuyos frutos contienen antocianinas presentan una elevada actividad
antioxidante y antiinflamatoria que incrementa su valor comercial, alimenticio y

potencialmente farmacéutico (Coelho, Assumpcdo, Prestes, & Denadai, 2015).

Por estudios fitoquimicos previos en la familia Melastomatéacea (Clausing & Renner, 2001;
Isaza et al., 2004; Mimura et al., 2004) y en el género Leandra (Clemes, Beirith, & Zeni,
2015), es probable que los frutos de L. subseriata (Naudin) Cong presenten antocianinas o
sus derivados que son de interés particular en el control de estrés oxidativo y procesos
inflamatorios agudos (Wagner, 1982). En este contexto, para el desarrollo de esta
investigacion se propone determinar la actividad antioxidante y evaluar la capacidad
reguladora de respuestas de liberacidn de granulos de gelatinasa en neutréfilos humanos con

el extracto del fruto maduro de L. subseriata (Naudin) Cong.

Diferentes estudios se han enfocado en investigar la relacion existente entre el estrés
oxidativo y algunas enfermedades, logrando concluir que una dieta alta en antioxidantes

puede mejorar y prevenir significativamente el cancer de estdbmago, enfermedades
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coronarias, displasia mamaria, infarto en el miocardio y procesos inflamatorios crénicos
(Elejade, 2001; Venereo, 2002). En todo el mundo este tema ha dejado de ser solo interés de
bioguimicos y fisioldgicos para convertirse en una herramienta mas en la comprension del
origen de las enfermedades que afectan actualmente a la humanidad (Tabarelli & Peres,

2002).

Las bayas son una excelente fuente de antioxidantes naturales, razon por la cual han
aumentado su popularidad en la dieta humana (Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad,
2002; Pantelidis, Vasilakakis, Manganaris, & Diamantidis, 2007; Seeram, Adams, Zhang,
Lee, Sand, Scheuller, & Heber, 2006). Las antocianinas presentes en bayas son importantes
por los efectos beneficiosos en salud asociados con sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y quimiopreventivas (sustancias quimicas que previenen la aparicion de
una enfermedad) (Meyers, Watkins, Pritts, & Liu, 2003; Tulio, Reese, Wyzgoski, Rinaldi,
Fu, Scheerens, & Miller, 2008). Ademéas de las antocianinas, las bayas de color azul
(blueberries) son también una fuente natural de otros fitoquimicos quimiopreventivos tales
como: diferentes tipos de flavonoides, acidos fendlicos, vitaminas C y E, acido elagico, B-
sitosterol y acido félico (Boivin, Blanchette, Barrette, Moghrabi, & Beliveau, 2007; Mé&atta,

Kamal-Eldin, & Térrénen, 2004; Mirto et al., 2018).

Colombia cuenta con una prodigiosa riqueza natural. Ocupa el segundo lugar entre los diez
paises con mayor diversidad bioldgica del mundo, después de Brasil (Bryant, Nielsen, &

Tangley, 1997; Mittermeier, Goettsch, & Robles, 1997), aunque actualmente muchas plantas
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han sido analizadas para determinar la presencia de sustancias con propiedades antibidticas,
antifungicas, alimenticias, antitumorales o antioxidantes (Bryant et al., 1997); otras cuentan
con muy pocos estudios, tal es el caso de la planta L. subseriata (Naudin) Cong cuyos frutos
maduros presentan un color purpura posiblemente proporcionado por antocianinas
almacenadas en las vacuolas de las células y que podrian tener actividad antioxidante y

capacidad de regulacién de respuestas tempranas de neutrofilos.

Actualmente los frutos de la planta L. subseriata (Naudin) Cong estan siendo sub-utilizados
y carecen de valor econémico ya que es una planta silvestre que suele encontrarse
esporadicamente en el perimetro de ciertas zonas ganaderas. Teniendo en cuenta el potencial
valor comercial, alimenticio y farmacéutico que presentan los frutos que contienen
antocianinas, encontrar respuestas favorables en el estudio proporcionaria elementos para en
un futuro implementar el cultivo de la planta resultando en un medio de ingreso adicional
para los productores de la zona. Encontrar caracteristicas biologicas benéficas para la salud
proporcionaria bases viables para la formulacion de medicamentos que ayuden a prevenir,
controlar y contrarrestar enfermedades provocadas por estrés oxidativo 0 procesos
inflamatorios exacerbados en los que se encuentre una produccion descontrolada de EROs o
liberacion exacerbada de MMP-9. Por lo tanto la pregunta de investigacion que se desarrollé
fue: (Cual es el efecto antioxidante del extracto de los frutos maduros de Leandra subseriata
(Naudin) Cong en presencia de radicales libres (2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-
Sulfonico (ABTS)) y en la regulacion de liberacién de granulos de gelatinasa de neutréfilos

humanos estimulados con Lipopolisacarido?
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante del extracto de los frutos maduros de Leandra subseriata
(Naudin) Cong en presencia de radical libre, 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico
(ABTS) y en la regulacion de respuestas tempranas de neutréfilos humanos pre-estimulados

con Lipopolisacarido (LPS).

2.2 Objetivos especificos

Determinar capacidad antioxidante del extracto de los frutos maduros de Leandra
subseriata (Naudin) Cong en pruebas diferenciales de pH y ensayos de capacidad de

reduccion de radicales libres, ABTS.

Establecer el efecto del extracto de frutos maduros de Leandra subseriata (Naudin) Cong
en la liberacién de granulos de gelatinasa (MMP-9) de neutréfilos humanos pre- estimulados

con lipopolisacérido.
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3. MARCO TEORICO.

3.1. Plantas medicinales con potencial antioxidante y antiinflamatorio

Las plantas medicinales han sido utilizadas ampliamente como opciones tradicionales
para tratar distintas enfermedades y procesos inflamatorios exacerbados generados por
diversos factores (lesiones, virus, bacterias, etc.), debido a esto representan nuevas
oportunidades para la investigacion e implementacion de alternativas terapéuticas, porque
cuentan con una riqueza potencialmente farmacoldgica, cosmética y alimenticia (Mimura et

al., 2004; Spessoto, Ferreira, Crotti, Silva, & Cunha, 2003).

3.1.1. Familia Melastomatacea. Durante mucho tiempo en la medicina tradicional,
plantas de la familia Melastomatacea han sido utilizadas en regiones de Asia y Latinoamérica
(Schultes, 1981). Es considerada una familia botanica de gran importancia debido a su valor
nutricional (Boege, 2009). En Colombia, algunas especies de esta familia han sido usadas en
el tratamiento de diferentes patologias como malaria, enfermedades respiratorias, heridas de
la piel y diferentes infecciones genitourinarias, funciona como diurético y un tipico remedio
para irritaciones en las encias (Arias, 2008). La decoccion de los tallos de Artherostemma
volubile (Blompl. Ec Naudin) Triana y A. macrodesmun Gleason, son utilizados, como
antipirético. La decoccidn de toda la planta Brachyotum strigosum (L.f) Triana y Chaetolepis
microphylla (Blompl.) Miq, es usada para tratar calculos en la vejiga y como un fuerte

diurético (Krozel, 1991; Schultes, 1981).

Los principales componentes fitoquimicos descritos en la familia Melastomatacea son de tipo
flavonoide (Mimura et al., 2004), triterpenos (Clausing & Renner, 2001), polifendles,

especialmente taninos hidrolizables monoméricos o pentaméricos y en menor medida
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sustancias cianogénicas y alcaloides (Isaza et al., 2004). En este sentido varios estudios
expresan la presencia de diversos fitoquimicos como triterpenos, cumarinas y benzoquinonas
(Jang et al., 2006). Estudios realizados en el género Tibouchina han mostrado su alta riqueza
en taninos hidrolizables oligomoricos, flavonoides y compuestos fendlicos (Yoshida,
Yoshidaa, Amakuraa, Yokuraa, Itoa, Hipdlito, Rennerc, 1999). Las antocianinas, obtenidas
del extracto de flores de Tibouchina semidecandra L. son utilizadas como colorantes

naturales en alimentos (Mimura et al., 2004).

Particularmente, la especie de interés L. subseriata (Naudin) Cong, es caracterizada por
presentar frutos tipo baya, de colores azules a purpuras intensos que potencialmente podrian
presentar una excelente fuente de antioxidantes naturales, lo que hace que esta especie sea de
interés farmacoldgico (Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002; Pantelidis,
Vasilakakis, Manganaris, & Diamantidis, 2007; Seeram et al., 2006). Es poco frecuente que
frutas o cualquier otro material vegetal demuestre diversos grados de actividad bioldgica
(Boivin, Blanchette, Barrette, Moghrabi, & Beliveau, 2007); sin embargo en el caso de las
bayas de color azul, rojo o purpura, las antocianinas presentes les confieren efectos
beneficiosos para la salud asociados con sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y/o
quimiopreventivas (Tulio et al., 2008), estas bayas azules son también una fuente natural de
otros fitoquimicos quimiopreventivos tales como: flavonoides, vitaminas C y E, acidos
fenolicos, acido elagico, acido folico y B-sitosterol (Boivin, Blanchette, Barrette, Moghrabi,

& Beliveau, 2007; M&att4, Kamal-Eldin, & Torronen, 2004; Mirto et al., 2018).
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3.1.2. Género Leandra: Es un género presente en el neotropico y subtropico con mas de
200 especies que se distribuyen en Las Antillas y desde el sur de México hasta Argentina y
el sur de Brasil; gran parte de las especies se concentran en el sudeste de Brasil (Wurdack,
1973, 1980). Para Colombia, se tienen registros de 26 especies en la mayoria de los
ecosistemas exceptuando zonas xerofiticas y sub-xerofiticas. Son predominantes en zonas

bajas amazonicas, piedemonte oriental de los Andes y el Choc6 Biogeografico (Arias, 2008).

3.1.2.1. Leandra subseriata (Naudin) Cong. Se distribuye por Sudamérica (Mendoza &
Ramirez, 2006). Son arbustos que pueden alcanzar entre 1 a 3 m de altura; presenta ramas
jévenes redondeadas, peciolos e inflorescencias cubiertas con abundantes tricomas. Las hojas
de aproximadamente 6,5-19 x 2-9,5 cm, de forma eliptico-ovadas a ovado-lanceoladas,
nervio principal paralelamente dividido en la base. Presenta inflorescencias en paniculas,
multifloras; flores subsésiles o con pedicelos; bractéolas persistentes. Flores pentameras,
pétalos de color blanco y textura granulosa. Las tecas de las anteras de color amarillo, ovario
infero, trilocular, collar apical corto, ciliado. Los frutos son tipo baya de 4-5 mm de diametro,
purpuras cuando maduras; semillas de 0,5 mm. Presenta un numero de cromosomas diploides

2n = 34 (Mendoza & Ramirez, 2006).

Actualmente los frutos de la planta estan siendo sub-utilizados (consumidos esporadicamente
por habitantes de la zona y utilizados por la fauna silvestre) y no tienen valor comercial ya
que esta es una planta silvestre; pero de encontrar potenciales beneficios para la salud
proporcionaria bases para realizar la formulacién de posibles medicamentos derivados de
estas bayas que ayuden a prevenir, controlar y contrarrestar enfermedades provocadas por

estrés oxidativo o procesos inflamatorios exacerbados.
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3.2. Antioxidantes

Son compuestos con la capacidad de captar moléculas inestables del oxigeno y disminuir
en gran medida la velocidad de oxidacion de sustratos in vitro o in vivo (Sies, 2015).
Presentan un amplio impacto en industrias como la farmaceéutica, tratamientos de prevencion
de enfermedades como cancer, artritis, osteoporosis, en la industria de alimentos es usado
para retardar la alteracion oxidativa y la perdida en la calidad nutritiva, en preservacion y
estabilidad de productos (Montoya et al., 2009; Sies, 2015). El efecto de un antioxidante
depende basicamente del coeficiente de particion y el potencial de 6xido-reduccién (redox)
que tenga el compuesto, los antioxidantes pueden actuar libremente en la interface celular
como protectores celulares y de lipoproteinas, estabilizando compuestos oxidantes y

previniendo la peroxidacion lipidica (Cotes, Cristancho, & Garcia, 2006).

3.3. Compuestos fendlicos y polifendlicos con actividad antioxidante

Los polifenoles son compuestos naturales que actian como potentes antioxidantes y que
estan presentes en frutas y verduras en las que cumplen funciones como otorgar proteccion
contra agentes oxidantes, en coloracion de flores importante en el proceso de polinizacion.
Compuestos de tipo flavonoide, acidos fendlicos y taninos se encuentran principalmente en
citricos, bayas azules (blueberries), uvas, legumbres, té verde, ajo, semillas de café, frutos
del olivo, entre otros; estas sustancias son capaces de oxidarse capturando EROs (Coelho et

al., 2015; Cotes et al., 2006).
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De entre las particularidades quimicas que establecen la capacidad antioxidante de los
flavonoides estan, la presencia de estructura O-dihidroxi la cual que confiere estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones; doble ligadura; grupos 3- y
5-OH con funcion 4-oxo necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante (Bors,
Heller, Michel, & Saran, 1990). Variaciones en la composicion general de los flavonoides
dan origen a distintos tipos de estructuras funcionales como flavanoles, flavonoles, flavonas

y antocianidinas (Martinez, Gonzalez, Culebras, & Tufion, 2002).

Las antocianidinas méas una fraccion azucarada forman antocianinas (Badui, 2006), las cuales
estan presentes en diversas bayas y son caracterizadas por presentar efecto antiinflamatorio,
debido a su capacidad antioxidante atrapando EROs (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011).
Las EROs producidas y liberadas por la enzima mieloperoxidas (MPO) y liberados por los
neutrdfilos son un potente oxidante para hacer frente en la defensa contra agentes infecciosos;
sin embargo su produccion exacerbada, causa graves dafios histologicos en el hospedero y
conlleva a la aparicion de procesos inflamatorios debido a su espectro de reactividad (Onel,

Pereira, & Flores, 1998).

3.3.1. Antocianinas. Estdn presentes en gran cantidad en bayas, son pigmentos
hidrosolubles almacenados en las vacuolas de células vegetales y que confieren el color rojo,
azul o parpura a hojas, flores y frutos (Coelho et al., 2015; Wagner, 1982) y se caracterizan
por su efecto antiinflamatorio, debido a su capacidad antioxidante al atrapar EROs (Aguilera

et al., 2011). Frutos de plantas que contienen antocianinas presentan una elevada actividad
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antioxidante y antiinflamatoria que incrementa su valor comercial, alimenticio y

potencialmente farmacéutico (Coelho et al., 2015).

3.3.2. Antioxidantes presentes en diversas Bayas. Estudios han demostrado que una
dieta rica en frutas y verduras que aporten antioxidantes est& asociada con la disminucién en
el riesgo de contraer enfermedades cronicas (algunos tipos de céncer) y patologias
cardiovasculares; atribuyendo el efecto protector a la presencia de compuestos bioactivos,
entre los cuales se destacan los polifenoles y los antioxidantes (Kroon & Williamson, 2005;

Rangkadilok, Worasuttayangkurn, Bennett, & Satayavivad, 2005; Shao et al., 2018).

Frutos tipo baya son fuente importante de fenoles, debido a que contienen antocianinas como,
quercitina, elagitaninos ademas de cantidades importantes de kaemferol y acido elagico, otro
tipo de compuestos antioxidantes (Mullen, Stewart, et al., 2002). Por otro lado, esta bien
documentado el efecto antioxidante que los compuestos fendlicos de las diferentes bayas
poseen (Aaby, Skrede, & Wrolstad, 2005; Mullen, McGinn, et al., 2002; Zafrilla, Ferreres,
& Tomas-Barberan, 2001), asi como la importancia de esta actividad en el posible rol
protector contra el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas; los flavonoides, por su
capacidad antioxidante, sirven para tratar y prevenir el dafio tisular de enfermedades
inflamatorias y han sido estudiados sobre diversas lineas celulares como los neutréfilos, los
cuales producen especies reactivas de oxigeno como anion superoxido y radical hidroxilo
(0% y OH, respectivamente), esenciales para la eliminacion de agentes infecciosos, pero un

aumento descontrolado en su produccion desencadena procesos inflamatorios perjudiciales
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para la salud (Carlsen, Myhrstad, Thoresen, Moskaug, & Blomhoff, 2003; Grael et al., 2010;

Heo & Lee, 2005).

3.4 Estrés oxidativo y su asociacion con procesos inflamatorios

El estrés oxidativo ocurre en organismos en los cuales por mala nutricion, enfermedad u
otras causas se genera un desbalance entre agentes pro-oxidantes y antioxidantes (Sies,
2015). El estrés oxidativo genera produccion descontrolada de radicales libres los cuales
oxidan estructuras bioldgicas, dafiandolas, lo que se conoce como dafio oxidativo y que es
importante causa del envejecimiento, cancer, ateroesclerosis, cataratas y procesos
inflamatorios cronicos (Boyd & McGuire, 1991; Venereo, 2002), la inflamacion es la forma
de manifestarse de muchas enfermedades. Se trata de una respuesta inespecifica frente a las

agresiones del medio, y esta generada por agentes inflamatorios (Abbas et al., 2014).

3.5. Procesos inflamatorios cronicos

La respuesta inflamatoria es una cascada de eventos moleculares y celulares complejos,
que tiene como objetivo eliminar patégenos e impedir el dafio tisular. En condiciones
fisiologicas, la fase resolutiva de la cascada inflamatoria restaura la homeostasis. Sin
embargo, cuando el proceso inflamatorio persiste ya sea por un déficit del sistema
inmunoldgico para corregir el dafio, el impedimento de eliminar el patégeno, por una sobre-
activacion de los componentes celulares que intervienen en la respuesta inflamatoria, o el
estrés oxidativo, entre otras causas, se generan de forma anomala una serie de mediadores

proinflamatorios (citoquinas, proteinas de fase aguda, factores tisulares y Especies reactivas
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de Oxigeno, Interleucinas, entre otras) que contribuyen a la cronicidad de la inflamacién
(Abbas et al., 2014; del Valle, 2011). El estrés oxidativo y la inflamacidn son dos procesos

intimamente relacionados, uno conlleva al otro, y viceversa (del Valle, 2011).

En el proceso inflamatorio, participan diferentes componentes celulares que hacen parte de
la inmunidad innata y adquirida; los neutréfilos conocidos como granulocitos o leucocitos
polimorfonucleares (PMN) hacen parte de la inmunidad innata, participan en el desarrollo de
la reaccion inflamatoria y como efectores de la inmunidad adaptativa; juegan un papel crucial
en la defensa contra patdgenos bacterianos, virales, parasitarios y fungicos (Winkler et al.,

2010).

3.6. Neutrofilos

Los neutrdfilos son indispensables para la defensa contra la invasion de microorganismos,
son las primeras células en llegar al sitio infeccion y en el proceso de resolucién de la
infeccion despliegan un potente arsenal de moléculas para destruir el agente infeccioso, asi
como las células circundantes y tejidos infectados (Ley et al., 2006; Winkler et al., 2010), su
funcién es eliminar los patdgenos y sus componentes mediante el proceso de fagocitosis, el
estallido respiratorio o la liberacién de Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NETS)

(Futosi, Fodor, & Mdcsai, 2013).

En el proceso de resolucion de la infeccion, el neutr6filo produce EROs, con la activacion de

la enzima NADPH oxidasa, la cual convierte el O? en O% que oxidara lipidos, proteinas y
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ADN, causando la muerte bacteriana. Sin embargo grandes cantidades de EROs también
pueden provocar dafio a nuestra salud, desencadenando enfermedades como artritis

reumatoide y cancer (Huanqui, 1997).

3.6.1. Formacion de granulos. La aparicion de granulos marca la transicion de
mieloblastos a promielocitos, sin embargo la formacién de granulos continla hasta que
alcanzan la etapa segmentada de maduracién (Johansson et al., 2001; Theilgaard-Moénch et
al., 2006; Theilgaard-Monch et al., 2005). No todas las proteinas de los granulos se
almacenan con la misma eficacia (Arnljots, Sgrensen, Lollike, & Borregaard, 1998; Lollike,
Kjeldsen, Sengelgv, & Borregaard, 1995; Sgrensen, Bratt, Johnsen, Madsen, & Borregaard,
1999). Los granulos de neutrdfilos se clasifican en tres subconjuntos distintos basados en la
presencia de granulos caracteristicos: azurofilos o primarios (mieloperoxidasa-MPO),
especificos o secundarios (lactoferrina) y terciarios (gelatinasa)(Borregaard & Cowland,
1997; Borregaard, Sehested, Nielsen, Sengelov, & Kjeldsen, 1995; Faurschou, Sgrensen,
Johnsen, Askaa, & Borregaard, 2002; Lominadze et al., 2005; Rervig et al., 2009; Udby,
Calafat, Sgrensen, Borregaard, & Kjeldsen, 2002), los granulos formados en las diferentes
etapas durante la maduracion llevan una carga diferente de proteinas de la matriz y de

membrana (Le Cabec, Cowland, Calafat, & Borregaard, 1996).

3.6.2. Vesiculas secretoras. La idea que las vesiculas Unicamente funcionan como
organulos de almacenamiento de granulos proteicos para ser liberados en los fagosomas ha

cambiado con el descubrimiento que en esta membrana se encuentra el complejo p22phox-
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gp91phox antes conocido NADPH oxidasa y que esta presente en granulos especificos y en
procesos de activacion de neutrdfilos (Borregaard, Sgrensen, & Theilgaard-Moénch, 2007;
Borregaard & Tauber, 1984). Las vesiculas secretoras incorporan su membrana en la
membrana citoplasmatica de los neutréfilos en respuesta a péptidos quimiotécticos
(Borregaard et al., 2007) y estan completamente integradas en la superficie durante la

transmigracion endotelial de los neutréfilos (Sengelav et al., 1995).

3.6.3. Control de la exocitosis de granulos. Las vesiculas secretoras se movilizan
completamente por varios estimulos que son relevantes en la interaccion de neutréfilos con
endotelio activado, tales como la sefializacion de las selectinas y sus proteinas afines, y por
quimiocinas, tales como IL-8 y N-formilmetionina-leucil-fenilalanina (fMLP), virus, hongos
y LPS (Borregaard et al., 1994; Borregaard, Kjeldsen, Lollike, & Sengelav, 1993; Borregaard
et al., 1992; Sengelav, Kjeldsen, & Borregaard, 1993). Los granulos de gelatinasa tienen un
umbral mas bajo para la exocitosis, cuando los neutréfilos son activados por diferentes
sustancias (Kjeldsen, Bainton, Sengelov, & Borregaard, 1993; Kjeldsen, Bjerrum, Askaa, &
Borregaard, 1992), los granulos especificos tienen un umbral mas alto que los granulos
gelatinasa y los granulos azuréfilos sélo pueden ser movilizados parcialmente (Faurschou et
al., 2002; Sengelgv et al., 1993). En neutrdfilos la via ERK 1/ 2 MAPK es una de las
estudiadas; en estas células diferenciadas, sin capacidad de proliferacion, esta via cumple
roles adicionales en adhesion celular, estallido respiratorio, degranulacion, quimiotaxis,
expresion de genes, sobrevivencia y fagocitosis y puede ser activada por fMLP, PAF, TNFa,
entre otros (Y. Y. Chen, Hsu, Sheu, Lee, & Hsieh, 2013; Fiore et al., 2002; Futosi et al., 2013;
Mocsai, 2013; Yu et al., 2012); la via p38 MAPK regula la funcion de los neutrofilos

activados por estimulos externos, participando en la liberacion de IL8, fosforilacion de
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factores de transcripcion, adhesion, degranulacion, quimiotaxis, estallido respiratorio y
apoptosis (Akgul, Moulding, & Edwards, 2001; Borregaard, 2010; Suzuki, Hino, Hato,
Tatsumi, & Kitagawa, 1999; Suzuki et al., 2001). En relacion a PI3K/Akt, dependiendo del
estimulo se ha sefialado que puede estar regulando la migracion transendotelial pues
desempefia un papel importante en la formacion del polo de migracion, en el remodelamiento
de actina, también activa la liberacién de MMP-9 y regula procesos de apoptosis y expresion

de genes (Juss et al., 2012; Kumar et al., 2014; Xu, Loison, & Luo, 2010).

3.6.4 Interacciones celulares neutrofilos - endotelio. Los neutrofilos tienen que cruzar
la pared vascular para llegar al sitio de entrada de los microorganismos (Gehart, Kumpf,
Ittner, & Ricci, 2010; Hidalgo, Peired, Wild, Vestweber, & Frenette, 2007). La union inicial
de los neutrofilos a las células endoteliales estd determinada por las células endoteliales
(Abram & Lowell, 2009; Anthis et al., 2009; Bunting, Harris, Mclintyre, Prescott, &

Zimmerman, 2002).

Cuando se ha establecido la adhesion firme, se pueden tomar dos caminos para la migracion
transendotelial: la via transcelular, mediante el cual los neutrofilos penetran en la célula
endotelial del individuo, o el camino paracelular, mediante el cual los neutréfilos se aprietan
entre las células endoteliales (Barreiro et al., 2002; Oh et al., 2007; Sato, Funayama,
Nagafuchi, Yonemura, & Tsukita, 1992; Tsukita, S., & Yonemura, 1999; Tsukita, Yonemura,
& Tsukita, 1997; van Buul et al., 2010). Durante este proceso de transmigracion endotelial

participan las Metaloproteinasas de Matriz Extracelular (MMPS) en la destruccién de la
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matriz extracelular facilitando de esta manera la migracion de neutréfilos hasta el sitio de

infeccion (Ley et al., 2006; Winkler et al., 2010).

3.6.4.1. Transmigracion endotelial. La matriz extracelular (ECM) estd formada por
componentes clasificados en tres grandes grupos: proteoglicanos y glucosaminoglicanos,
proteinas estructurales (coldgeno y elastina), y proteinas de adhesion (laminina vy
fibronectina). Estos componentes estan interconectados y requieren proteasas para su
degradacion; las MMPs, que degradan las proteinas integrantes de dicha ECM vy activan

factores de crecimiento y receptores de superficie (Sato et al., 1992; Tsukita et al., 1997).

3.6.4.2. Familia de las metaloproteinasas. Gross & Lapiere, 1962 demostraron la
existencia de enzimas que degradan geles de colageno fibrilar, desde entonces se han
identificado las MMPs, que se caracterizan por depender del zinc (Zn*?) para desarrollar su
actividad catalitica, y de esta manera degradar proteinas estructurales de la ECM (Coronato,
Laguens, & Di Girolamo, 2012; Manicone & McGuire, 2008). Han sido descritos 25
miembros de la familia de las MMPs, gue se clasifican en diferentes subgrupos: gelatinasas,
colagenasas, estromelisinas, matrilisinas, metaloproteasas de membrana (MT-MMP) y otras
MMPs gue no se agrupan con las anteriores (Coronato et al., 2012; Manicone & McGuire,
2008). Todas difieren en su estructura, pero especialmente en su afinidad por el sustrato, la
accion combinada de estas encimas conduce a la degradacidn practicamente total de los
componentes macromoleculares de la ECM convirtiendo a las MMPs en protagonistas
durante el desarrollo del cancer ya que la destruccidn tisular puede favorecer la angiogénesis
que estimula la metastasis (Chambers & Matrisian, 1997; Lochter & Bissell, 1999; Nishida,
Yano, Nishida, Kamura, & Kojiro, 2006). Las MMPs degradan la membrana basal y la matriz

extracelular, facilitando asi la invasion de las células malignas a través de los tejidos
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conectivos y paredes de los vasos sanguineos resultando en el establecimiento de las
metastasis (Bernhard, Gruber, & Muschel, 1994; Chambers & Matrisian, 1997; Hua &
Muschel, 1996; Kawamata et al., 1995; Mafies et al., 1997; Mira, Manes, Lacalle, Marquez,

& Martinez-a, 1999; Powell et al., 1993).

3.6.4.2.1. Metaloproteinasa-9 (MMP-9). Entre las enzimas proteoliticas identificadas en
polimorfonucleares (PMNSs) como neutrofilos y macrofagos, las MMPs atraen considerable
atencion por su papel en la destruccion de la ECM en condiciones fisiologicas y patoldgicas
(Winkler et al., 2010). Entre las MMPs se destaca la MMP-9, presente en neutréfilos, la cual
cumple funciones gelatinoliticas y es liberada con relativa facilidad, puesto que es
almacenada como un granulo terciario (Ley et al., 2006; Winkler et al., 2010); su secrecién
es inducida por compuestos como interleucina 8 (IL8), Factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), lipopolisacarido (LPS), Factor Activante Plaguetario (PAF), citoquinas
proinflamatorias, y es importante para regular procesos inflamatorios en diversas patologias,
pues facilita la remodelacion de tejidos, mejora la migracion transcelular, activa o inactiva
las citoquinas proinflamatorias e induce la agiogénesis, de alli la importancia del estudio de
su regulacion en el progreso de diversas patologias (Atkinson & Senior, 2003; Fiore et al.,

2002; Kim et al., 2012).

Para evaluar los niveles de liberacion de MMPs se utiliza la técnica de Zimografia, que consta
de una separacion electroforética de proteinas, sin agentes reductores, usando un gel de
poliacrilamida copolimerizado con gelatina o caseina. Las proteinas analizadas son
renaturalizadas mediante el uso de un detergente no ionico (Triton X-100), posteriormente el

gel es incubado en una solucion apropiada para el estudio de las proteinas analizadas y tefiido



37

con azul de Coomassie, observandose las zonas de actividad enzimatica como bandas claras

contra un fondo oscuro (Kleiner & Stetler-Stevenson, 1994).

3.6.4.2.2 Efecto de antioxidantes en la liberacion de MMP-9. Estudios previos indican
que los antioxidantes podrian ejercer un efecto protector sobre la lesion de las células
endoteliales mediada por neutrofilos, disminuyendo la adherencia de los PMNs a las células

endoteliales y reduciendo los metabolitos de EROs (Jonas, Dwenger, & Hager, 1993).

Estudios evidencian que sustancias de origen vegetal con capacidad antioxidante son capaces
de regular respuestas inflamatorias en neutrofilos humanos por inhibicién en la produccién
de citoquinas pro-inflamatorias, disminucion de produccion y liberacion de MMP-9,
disminuyen la expresion de receptores de superficie Toll-like receptor 4 (TLR-4) entre otros.
Los materiales vegetales ricos en flavonoides se usan cominmente en la medicina tradicional
como agentes antiinflamatorios externos, antioxidantes y antimicrobianos. Los extractos de
plantas que contienen cantidades significativas se utilizan a menudo en la prevencion y el

tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios (Granica et al., 2015).

3.7. Rol de flavonoides en la respuesta de neutréfilos. El creciente interés en los
flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia actividad farmacoldgica, como se
menciono, los neutréfilos producen EROs para eliminar las patégenos; sin embargo, su
produccidn descontrolada en el tiempo causa dafio a los tejidos; los flavonoides debido a su
capacidad antioxidante son utilizados para prevenir este dafio producido por EROs (Grael et
al., 2010). Flavonoides como las antocianinas pueden unirse a enzimas, transportadores de

hormonas y ADN, catalizar el transporte de electrones, depurar radicales libres y quelar iones
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metalicos transitorios, tales como Zn?*, Fe?*, Cu?* (van Acker, Bast, van der Vijgh, Rice-
Evans, & Pecker, 1997). Debido a estas propiedades se han descrito efectos potencialmente
protectores en patologias tales como: céncer, cardiopatias, infecciones viricas, diabetes
mellitus, Glcera estomacal y duodenal y procesos inflamatorios cronicos y alérgicos (van
Acker et al., 1997; Vrijsen, Everaert, & Boeye, 1988), asi como sus propiedades
antitrombdtica y antiinflamatoria (Huanqui, 1997). Ademas segin Kim-Park et al., 2016, las
antocianinas pueden inhibir la produccién de EROs y a su vez modular la respuesta en el

neutrdfilo para regular la actividad de MMP-9.

Las bayas son una excelente fuente de antioxidantes naturales, razén por la cual ha
aumentado su consumo en la dieta humana (Moyer et al., 2002; Pantelidis et al., 2007;
Seeram et al., 2006). En estudios fitoquimicos realizados en la familia Melastomatéceae se
encontré componentes de interés debido a su amplio espectro de actividad bioldgica
(Clausing & Renner, 2001; Isaza et al., 2004; Kausar et al., 2012; Mimura et al., 2004); en el
caso de L. subseriata (Naudin) Cong, presenta frutos color purpura donde posiblemente se
encuentren antocianinas 0 compuestos con actividad antioxidante, con lo cual es plausible
pensar en profundizar en el estudio de la reduccion de radicales libres y en la regulacion de
respuestas tempranas de neutrofilos (liberacion de MMP-9). En estudios con el género
Leandra se determind la presencia de antocianinas en hojas y foliolos (Clemes et al., 2015),
lo cual hace més probable encontrar compuestos antioxidantes en los frutos de la especie L.
subseriata (Naudin) Cong y que posiblemente regulen la liberacion de MMP-9 en neutrofilos

humanos estimulados con LPS.
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4. METODOLOGIA

4.1. Recoleccién del material vegetal

Se recolectd el material vegetal en el municipio de La Florida, departamento de Narifio
acorde con el decreto 3016 de diciembre 2013 del Ministerio del Medio ambiente y
Desarrollo de Colombia, y la resolucion 126 del 23 de febrero de 2015 de Corponarifio
(Anexo 1). Acorde con las recomendaciones de Gonzalez-Beltran, 2011, una muestra se llevo
al Herbario PSO de la Universidad de Narifio para su identificacion taxondmica, evaluada
por la directora del herbario Aida Elena Bacca, quien solicito corroboracién al Dr. Humberto
Mendoza, experto en la familia Melastomataceae. Se confirmo la clasificacion de la planta
como Leandra subseriata (Naudin) Cong y se conserva un ejemplar identificado con numero

coleccién LIGO 001Narifno.

Se realizd un muestreo aleatorio simple y se seleccionaron los frutos maduros y libres de
patdgenos aparentes; se verificd que todas las bayas presenten el mismo color de maduracion
azul-oscuro (cercano a negro) para disminuir sesgos en los resultados derivados de diferentes
grados de maduracion (Pefia, Salinas, & Rios-Sanchez., 2006). Se transportaron a laboratorio
en bolsas plasticas sellables, donde se lavaron con una solucion de hipoclorito de sodio a
0,2% con el fin de eliminar polvo y posibles contaminantes, después los frutos se revisaron
con estereoscopio para descartar los frutos contaminados por hongos o que presenten

cualquier tipo de dafio o malformacion.
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4.2. Obtencion del extracto total de frutos maduros de Leandra subseriata (Naudin)

Cong.

Dependiendo de la actividad a evaluar se trabajé con 3 metodologias diferentes de

obtencion de extractos de frutos maduros de L. subseriata:

Para cuantificar antocianos totales (Cianidina 3 Glucosido — C3G), se realizaron
extracciones a partir de 5 g de frutos frescos con 10 ml de metanol 95%, a los cuales
se les realizd una disgregacion mecanica, con la que se obtuvo el extracto crudo de
bayas de Leandra subseriata, éste se recolect6 en tubos falcdn estériles cubiertos con
papel aluminio y se realizé su evaluacion inmediata (Gonzélez-Beltran, 2011).

Para evaluar actividad antioxidante se realizaron extracciones 1:1 con agua destilada
y filtrada en este caso se pesaron 100 g del fruto, se realiz6 una disgregacion
mecanica, posteriormente se realizé zonacidn por una hora, de la solucion madre se
realizaron 3 diluciones diferentes (10 pg/mL, 25 pg/mL, y 50 pg/mL) para evaluar la
reduccion del radical catidnico ABTS.

Para evaluar el efecto sobre los neutrofilos humanos, el extracto de las bayas de L.
subseriata se preparé en Solucién Salina Balanceada de Hanks mas calcio (HBSS +
Ca*?) en relacion 1:1 para evitar activacion o alteracion de neutrofilos por agentes
externos a los compuestos inherentes del fruto; para evaluar EROs, liberacion de
MMP-9 y citotoxicidad se consideraron las concentraciones: 10 pg/mL, 25 pg/mL y

50 pg/mL.
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4.3 Aislamiento de neutroéfilos a partir de sangre periférica humana

La sangre fue recogida por puncién venosa periférica en condiciones asépticas y por
personal capacitado para el proceso. Los donantes estaban clinicamente sanos y participaron
de manera voluntaria en la investigacion, para lo cual firmaron un formato de consentimiento
informado (Anexo 2) acorde con los pardmetros de ética de la Resolucion No. 8430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia y con los protocolos requeridos por el Comité de Etica
de la Universidad de Narifio. Los neutréfilos se aislaron de acuerdo con el protocolo de
Figueroa et al., 1992, brevemente, se tom6 5mL de sangre periférica en tubos ACD (Acido
Citrato — Dextrosa 1 ml/5 mL de sangre) y se mezclé suavemente. Se adicioné 6 mL de
dextran 3% preparado con NaCl 0,85% a 6 mL de sangre, se mezcld y dejo sedimentar por
40 minutos a temperatura ambiente, hasta que se observéd dos fases, el sobrenadante se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y se centrifugé a 500 g por 5 min a temperatura
ambiente, se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 4 mL de PBS (NaCl
137 mM, KCI 2,7 mM, N2HPO4 1mM, KH2PO4, pH 7,2) frio y depositado suavemente en un
tubo falcon que contenia 4 mL de Ficoll- Hypaque 1077, se llevé a centrifugar a 300 g por
40 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se realizo lisis celular 2 veces, para ello se
resuspendio el precipitado en 2 mL de solucién salina de NaCl 0,2% mezclando
continuamente con una micropipeta durante 40 segundos y posteriormente se adiciond 2 mL
de NaCl 1,6% y se mezclo, se aford con PBS frio y se llevo a centrifugar a 300 g por 6
minutos a 4 °C, el pellet obtenido se resuspendié en 4 mL de HBSS y se mantuvo en hielo
hasta su evaluacion. La viabilidad, fue determinada por exclusion con azul tripan 0,4%,
siempre se usO con un porcentaje mayor o igual a 95%. La pureza de neutrdfilos fue evaluada

por citometria de flujo o por coloracion de Wright (Mena et al., 2016).
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4.3.1 Aislamiento de neutroéfilos bovinos.

Se colect6 sangre mediante puncion venosa yugular de tres vaquillas Holstein sanas de un
hato de la Universidad Austral de Chile, las muestras se recogieron en tubos ACD. Los
neutrdfilos se aislaron de acuerdo con el método descrito por Hidalgo et al., 2007, teniendo
en cuenta las consideraciones éticas requeridas. La viabilidad se determiné mediante ensayos
de exclusion con azul tripan, la pureza de neutréfilos se evalué mediante citometria de flujo
(BD FACSCanto Il; Becton Dickinson) usando un grafico de puntos de dispersion frontal
frente a dispersion lateral para determinar el tamafio relativo y la granularidad de las células:
para ambos casos se utilizaron valores mayores o iguales 95% (Mena et al., 2016).
Procedimientos asociados al desarrollo del objetivo 1

4.4. Determinacion de Antocianos Totales (AT): Se utilizé el Método por diferencia
de pH sugerido Giusti & Wrolstad, 2001, que permite la estimacion alternativa del contenido
de antocianos totales. Se usaron dos sistemas tampon: acido clorhidrico/cloruro de potasio
de pH 1,0 (0,025 M) y acido acético/acetato sodico de pH 4,5 (0,4 M). A 0,2 mL de una
muestra diluida en proporcion 1:2 (muestra: solvente) con absorbancia en el rango de 0,100-
1,200 a 510 nm; se afiadié 1,8 mL de la correspondiente disolucion tamp6n y se midio la
absorbancia frente a un blanco a 510 y 700 nm. Se calcul6 la absorbancia final a partir de la

ecuacion sugerida por Giusti & Wrolstad, 2001:

A = (Amax. vis - A700 nm) pH1,0 - (Amax vis - A700 nm)pH4,5
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La concentracion de pigmentos monoméricos en el extracto se expresa en cianidina-3-
glucosido, la antocianina mas comun encontrada en gran variedad de bayas (Orjuela, 2015)
y la concentracion final de antocianos (mg/100g) se calcul6 con base al volumen de extracto
y peso de muestra con la ecuacion de Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, & Fett,

2005.

Antocianos monoméricos (mg/100 g) = (A x PM x FD x 100)/(E x 1)

Donde: A = Absorbancia; PM: 449,2= peso molecular de la cianidina-3-glucésido; D =

Factor de dilucion; E = 26900 absortividad molar.

4.5. Ensayo de decoloracion con el radical catiénico Acido 2,2'-Azino-bis3-
Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS): Las pruebas de actividad antioxidante se realizaron
segun el método sugerido por Re et al., 1999 con modificaciones; este método evalla la
actividad antioxidante del extracto sobre el generador de radicales libres ABTS. Se realizaron
curvas de referencia con (Trolox) y Acido ascérbico (vitamina C) y posteriormente se hizo

la evaluacion de 3 concentraciones del extracto acuoso de frutos de L. subseriata.

Par ello, inicialmente se disolvié 50 mg de ABTS (Sigma-Aldrich), en 50 mL de agua
desionizada, luego se adiciond 2,45 mg de persulfato de potasio (K2S20s), la solucion se dejo
reaccionar a 3°C durante 48 horas en la oscuridad. Posteriormente se prepararon soluciones
de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0,750 + 0,050 nm, a una longitud de onda de 754

nm (Orjuela, 2015).
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Con el fin de realizar las curvas de referencia, se preparé una solucion stock 250 mg de
Trolox o &cido ascérbico por litro de metanol. A partir de la solucién madre de Trolox se
prepararon diluciones de 1;3;6 y 9 mg/L de metanol; y a partir de la solucién madre de acido
ascorbico se prepararon diluciones de 1; 2,5; 4; 5,5 y 7 mg/L de metanol, (Modificado de
Orjuela, 2015). A 600 pL del radical ABTS, se adicion6 200 pL de cada una de las diluciones
de Trolox o acido ascorbico; la medicidn se realizd cada 30 segundos durante 10 minutos a

754 nm. Este ensayo se realizo por triplicado.

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos de los frutos maduros de L.
subseriata (Naudin) Cong., se prepard el extracto a una soluciéon madre de 250 mg/L de agua
destilada y filtrada, a partir de esta solucion se realizaron diluciones de 50, 25 y 10 pg/mL
en medio acuoso; en una celda de cuarzo se agreg6 600 uL del radical ABTS y se midi6 la
absorbancia a 754 nm, luego se adicion6 200 pL de extracto de cada una de las
concentraciones a evaluar, se midio la absorbancia en las mismas condiciones establecidas
para elaborar las curvas de referencia (Trolox y &cido ascérbico), se calcul6 el porcentaje de
captacion el cual representa la pérdida del color verde-azul del radical ABTS, cuando esté en
contacto con un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la absorbancia de la solucién;

éste se calcul6 con base en la ecuacion de Orjuela, 2015:

% Captacion ABTS = [(A inicial- A final)/ A inicial] x 100

(Orjuela, 2015).

4.6. Generacion Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) en neutrofilos: Se utilizo el

protocolo sugerido por Conejeros et al., 2012. Para ello 1x10° neutrofilos se suspendieron en
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250 pL de HBSS + Ca*? y se depositaron en pozos de una placa de Elisa de 96 pocillos, se
pre-incubaron con 50; 25 y 10 pg/mL del extracto de frutos maduros de L. subseriata, durante
10 minutos a 37 °C. Después se afiadio Luminol 80 uM (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EE. UU.) (Conejeros et al., 2012), la solucion se mezclo suavemente; posteriormente

los neutrofilos se estimularon con 100 uM de PAF.

Como control positivo se utilizé el estimulo Gnicamente con PAF y como control negativo
se mantuvo neutrofilos incubados en HBSS + Ca*? sin ningln estimulo. La produccion de
EROs se midi6 utilizando un lumindémetro Luminoskan Ascent ™ (Thermo Labsystems) para
2000 segundos. Los datos se presentan como area bajo la curva (AUC) medidos en Unidades
Relativas de Luminiscencia (LRU).
Procedimientos asociados al desarrollo del objetivo 2

4.7. Evaluar capacidad regulatoria de los extractos de L. subseriata (Naudin) Cong sobre

la liberacién de granulos de gelatinasa de Neutréfilos humanos.

Teniendo como base los resultados del primer objetivo se establecieron tres concentraciones
de trabajo: 10; 25 y 50 pg/mL del extracto de L. subseriata preparado en HBSS + Ca*2. Se
realiz6 un ensayo preliminar de tiempo de incubacion de 10 min y de estimulacién con LPS
(10 pg/mL) en neutréfilos bovinos y al obtener resultados positivos se selecciond este tiempo

de trabajo para neutréfilos humanos.

1x108 neutréfilos humanos se suspendieron en 500 pL de HBSS + Ca*?y se peincubaron por
5 min a 37 °C en tubos eppendorf de 1,5 uL. Luego se estimularon por 10 min con cada una

de las concentraciones del extracto de L. subseriata y finalmente se estimularon por 30 min
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con LPS a una concentracion final de 10 pg/mL (Trentini et al., 2014). Al final del ensayo se
sometieron a centrifugacion a 300 g por 6 min. a4 °C y se recuper6 300 puL del sobrenadante

para posterior anlisis por zimografia.

Como control negativo de estos ensayos se usd HBSS + Ca*?, como control positivo LPS a
una concentracién final de 10 pug/mL, como control adicional acido ascérbico 50 pg/mL

(Jonas et al., 1993), en condiciones similares de incubacion a las de los ensayos.

Cada estudio se realiz6 por triplicado para garantizar la fiabilidad de los resultados.

4.7.1 Anélisis de zimografia: Para determinar variaciones en la liberacion de MMP-9,
acorde al protocolo establecido por Li, Zhao, & Ma, 1999; 10 uL de cada sobrenadante
recuperado se cargd en geles de poliacrilamida 10% (0,75 mm de espesor) que contenia 0,2%
de gelatina. Los geles se corrieron a 200 V durante 1 hora y 40 minutos en un sistema Bio-
Rad Mini Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) a 4 °C y luego se lavaron dos
veces en solucion 2,5% de Tritdn X-100 en agua destilada, en un agitador a temperatura
ambiente durante 30 min. A continuacién, los geles se sumergieron en tampdn de reaccion
(Tris 100 mM pH 7,5y CaCl, 10 mM) a 37 °C durante toda la noche. Los geles se tifieron en
soluciéon de Azul Brillante de Coomassie R-250 a 0,5% en acido acético: metanol: agua
(1:3:6). La evidencia de la actividad enzimatica se determino por areas no tinturadas en el
gel que representan la degradacion de gelatina por la MMP. Para la identificacion de los
diferentes tipos de metaloproteinasas se utilizd un marcador de peso molecular (Pageruler
Prestained Protein Ladder 26616 de Thermo Scientific).Teniendo en cuenta que Ernens,

Rouy, Velot, Devaux, & Wagner, 2006 explican que para neutrofilos humanos la banda
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correspondiente a la pro-MMP-9 es representativa de la actividad de la MMP-9. El célculo
del peso molecular de las bandas gelatinoliticas se establecid utilizando un marcador estandar
de referencia (Li et al., 1999). Los geles se digitalizaron, y la intensidad de las bandas se
determind usando el software Imagel 1.35s contabilizando las unidades arbitrarias de

densitometria (UAD).

4.8 Ensayos de muerte celular (Citotoxicidad).

En una placa de 96 pocillos de Elisa se colocaron 1x108/500ul Neutréfilos humanos, se
pre-incubaron 5 min a 37°C, posteriormente se incubaron 10 min con el extracto de bayas
maduras de L. subseriata en concentraciones de 10, 25 y 50 ug/mL. Como control positivo
para la muerte celular, las células se trataron a 37 °C durante 30 min con Triton X-100 a 0,2%
diluido en tampdn de HBSS+Ca*2. Para medir la muerte celular las células se incubaron con
ioduro de propidio 5 uM (IP; Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), diluido en buffer de
HBSS+Ca*2 durante 15 minutos. Las sefiales de IP se detectaron con un lector de multiples
fluorescencias (Varioskan®, Thermo Scientific) a 530 nm de longitud de onda de emision y

620 nm de excitacion (Alarcon et al., 2017).

4.9 Analisis estadistico

Cada una de las pruebas de trabajo fue realizada por triplicado, los resultados se ilustraron

en gréaficos de barras como media + SEM.
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Los resultados obtenidos en zimografia se analizaron con un analisis de varianza de una via
(ANOVA) y las medias se evaluaron con una prueba de comparacion multiple de Dunnett o
Tukey. Todos los ensayos se realizaron con un minimo de N=3 (ensayos a partir de 3 personas
diferentes) y fueron analizados con el software Graph Pad Prism v7.0 de (GraphPad Software

Inc. CA, EE.UU.), utilizando un nivel de significancia de 5%.

4.10 Consideraciones éticas

Para el desarrollo del trabajo se tuvo en cuenta las recomendaciones éticas de la
Resolucion 8430 del 04 de octubre de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de
Colombia y la Declaracion de Helsinki promulgada por la Asociacién Médica Mundial
(AMM). La investigacion fue aprobada por el comité de ética de la Universidad de Narifio y
se tuvo en cuenta los siguientes aspectos generales:

e La participacion de donantes de sangre fue de manera voluntaria y posterior a la firma
del consentimiento informado (Anexo 4). La toma de muestras la realiz6 un
profesional de salud autorizado.

e Todos los procedimientos de laboratorio se realizaron acorde a las recomendaciones
de bioseguridad de la Organizacién Mundial de la Salud (Manual de bioseguridad -
OMS 2005, 2005).

e Se tuvo en cuenta los procesos de desinfeccion de los espacios de trabajo con
soluciones de hipoclorito en una relacion de 1 g/L para uso general, y en caso de
derrames se utilizo 5 g/l. El material de descarte fue autoclavado y recolectado en

recipientes especiales para ser procesado por la empresa Salvi de Pasto.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacion taxonomica de la especie

En los meses de abril y mayo de 2017 se recolectaron muestras en estado reproductivo de
la planta, en el municipio de La Florida (N) departamento de Narifio, Colombia. Se revisaron
las caracteristicas morfoldgicas de las muestras comparando con los ejemplares registrados
en el Herbario de Investigaciones -HERBARIO PSO- de la Universidad de Narifio y
posteriormente se envidé a confirmacién por el especialista en la familia botanica
Melastomataceae: Dr. Humberto Mendoza, quien confirmd que la especie corresponde a
Leandra subseriata (Naudin) Cong. (Familia Melastomatéceae). (Anexo 1).

Las figuras que se presentan en este documento son resultado de la investigacion.

5.2 Resultados asociados al cumplimiento del objetivo especifico 1.

5.2.1 Determinacion de Antocianos Totales (AT). A partir del ensayo sugerido por
Giusti & Wrolstad, 2001, se obtuvo una cuantificacion de antocianatos expresada en
Cianidina 3-Gluscoésido promedio de 6,876 mg C3G, a partir de un total de 24 repeticiones
con diferentes muestras. La Figura 1 representa el Numero de valores (N), minimo (Min),
maximo (Max), promedio (Mean), desviacion estandar (SD) y media de la desviacion
estandar (SEM) de la cuantificacién de antocianos totales expresado en miligramos de C3G

en cada 100 gramos del fruto de L. subseriata.



51

]

7.0 6,898 mg C3G
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mg/100g Leandra subseriata

Cianidin 3- Glucosido

Figura 1: Cuantificacién alternativa de antocianinas (Cianidin 3- Glucosido).
Determinado por las absorbancias obtenidas al someter las diferentes concentraciones del
extracto frente a las soluciones tampon de pH 1 y 4,5. N=24, Min=6,177 mg C3G,
Max=7,633 mg C3G, Mean=6,898 mg C3G, SD=0,4953 y SEM=0,1011.

5.2.2 Ensayo de decoloracion con el radical cationico Acido 2,2'-Azino-bis3-

Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTYS).

Inicialmente se prepararon las curvas de referencia; Trolox y &cido ascdrbico (Vitamina
C); la medicion se realizé a 754nm durante 10 minutos, el ABTS se ajustd en absorbancia de
0,75 £ 0,05nm (Orjuela, 2015). La Figura 2A representa la curva de calibracién obtenida con
Trolox usando diferentes concentraciones (0 g/L, 1 g/L, 3 g/L, 6 g/L y 9 g/L) que reaccionan
conel ABTS; la curva presenta un R?=0,996. La Figura 2B representa la curva de calibracion
obtenida con diferentes concentraciones de Acido Ascorbico (Vitamina C: 0 g/L, 1 g/L,
2,50/L, 4 g/L, 5,5 g/L y 7 g/L) que reaccionan con el ABTS, se observé un R?= 0,987 y fue
usada para la cuantificacion de Capacidad Antioxidante Equivalente a Vitamina C

(VCTEAC).
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Figura 2: Curvas de Calibracion: Determinadas por las absorbancias obtenidas a 754nm
y obtenida mediante el método de Folin-Ciocalteu A. Curva de Calibracion de Trolox -
(Anexo 2 Absorbancias Trolox). B Curva de Calibracion de la Vitamina C (Acido
Ascorbico) - (Anexo 3 Absorbancias Vitamina C).

Luego se procedio a evaluar la actividad antioxidante del extracto de los frutos de L.

subseriata en las concentraciones: 10 pg/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL; la medicion se realizo

en las mismas condiciones usadas para generar las curvas de calibracion (Orjuela, 2015). En

la Figura 3 se evidencia el comportamiento de la absorbancia observada en cada una de las

concentraciones evaluadas, con éstas se confirmoé la capacidad antioxidante del extracto, se

evidencia que a mayor concentracion del extracto acuoso mayor era la inhibicion del radical

catiénico por lo cual la absorbancia medida disminuy6 considerablemente.
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Figura 3: Comportamiento de la reaccion del ABTS con las diferentes
concentraciones del extracto de L. subseriata. Resultados obtenidos por estectofotometria
en absorbancia de 754nm, cada 30 segundos por 10 minutos. Se utiliz6 como blanco ABTS.
Cada linea representa la media aritmética + SEM, n = 3, ****p <0,0001 mediante Test de
Dunett.

Con base en estos resultados y teniendo en cuenta las ecuaciones derivadas de las curvas de
calibracion de Trolox y Vitamina C, se determind la actividad antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC) (Figura 4A) y la actividad antioxidante equivalente a vitamina C (VCTEAC)
(Figura 5A) para las diferentes concentraciones del extracto de frutos maduros de L.
subseriata. Se encontro que en promedio la actividad antioxidante observada en el extracto
de frutos maduros de L. subseriata equivale a 1,221 uMol TEAC/gFr (Figura 4B) y que la

concentracion en miligramos de VTEAC por cada cien gramos del fruto maduro de L

subseriata es equivalente a 28,16 mg VCTEAC/100gFr (Figura 5B).

5.2.3. Porcentaje de Captacion del ABTS

Para determinar la capacidad antioxidante se calcul6 el porcentaje de captacion del ABTS
con las absorbancias obtenidas en los anteriores ensayos siguiendo la metodologia de Orjuela,

2015.
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Figura 4: Actividad antioxidante equivalente a unidades Trolox (TEAC) de los
extractos de L. subseriata. A. Interpolacion de absorbancias de diferentes concentraciones
del extracto de L. subseriata con el radical catiénico ABTS sobre la curva de calibracion del
Trolox B. Concentracion en unidades equivalentes a Trolox (EQTEAC) uMol TEAC/gFr N=
19, Min= 0,584 pMol TEAC/gFr, Max= 1,522 uMol TEAC/gFr, Mean= 1,221 uMol
TEAC/gFr, SD=0,2452, SEM=0,05626

Y=-0.08728*X +0.7324 401

[ mgVvCcTEAC/100g Fr
30 28,16 mgVCTEAC/100gFr
204

104

R’=0.9956

mgVCTEAC/100g Fruto

Vit C g/L EQVCTEAC

Figura 5: Actividad antioxidante equivalente a unidades de Vitamina C de los
extractos de L. subseriata. A Interpolacion de absorbancias de diferentes concentraciones
del extracto de L. subseriata con el radical cationico ABTS sobre la curva de calibracién de
Vitamina C. B. Concentracion de actividad antioxidante equivalente a Vitamina C
(VCTEAC) en mgVCTEAC/100g Fr; N=19, Min= 16,36 mgVCTEAC/100gFr, Max= 36,45
mgVCTEAC/100gFr, Mean= 28,16 mgVCTEAC/100gFr, SD= 5,567, SEM= 1,277
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Se evalud la capacidad antioxidante del extracto acuoso de las bayas maduras de L. subseriata
en concentraciones de 10 pg/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL y se obtuvo que a mayor
concentracion del extracto, mayor era la capacidad de reduccién del radical ABTS, que se
evidencia en un porcentaje de inhibicion méximo de 74,53% obtenido con la concentracion
50 pg/mL, con lo cual se demostro la capacidad antioxidante del extracto de los frutos de L.

subseriata (Figura 6).

80
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60 A * %k ok —_— lOug/mL
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40 Ha
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% Captacion
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Figura 6: Porcentaje de Captacion del ABTS por accion de diferentes
concentraciones de extracto de frutos maduros de L. subseriata. Curvas porcentaje de
captacion observadas con cada una de las concentraciones del extracto evaluadas por
estectofotometria. Se utiliz6 como blanco ABTS. Cada linea representa la media aritmética
+ SEM, n = 3, ****p <(0,0001 mediante Test de Dunett.

5.3 Generacion Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) en neutrofilos.

Inicialmente de acuerdo al protocolo de Conejeros et al., 2012 se realizé una prueba con
diferentes estimulos, para determinar el control positivo para usar en el ensayo de produccién

de especies reactivas de oxigeno (EROs) en neutréfilos humanos (Figura 7). Los resultados

se presentan en Unidades Relativas de Luminiscencia (LRU). Se observa que la mayor
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produccion de EROs se present6 al estimular los neutrofilos con PAF 100nM, razoén por la

cual este estimulo fue seleccionado como control positivo del ensayo.

— HBSS+Ca'’
4000
— fMLP (100 uM)
) — LPS (10 pg/mL)
ad
_ 2000 PAF (100 uM)

0 200 400 600 800 1000

TIEMPO (seg)

Figura 7: Curva de generacion de EROs con diferentes estimulos. 1x10%250 pL
Neutrofilos humanos, estimulados por 10 min con N-formilmetionil-leucil-fenilalanin (fMLP
100 uM), o Lipopolisacarido (LPS 10 pg/mL), o Factor Activante Plaquetario (PAF 100nM).
Resultados de lecturas en equipo LuminoSkan ASCENT™ por 2000 segundos.

Se pre-incubaron 1x10° neutrdfilos a 37°C por 5 minutos, posteriormente se incubaron 10
minutos con 3 diferentes concentraciones de extracto de frutos maduros de L. subseriata (10
pg/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL) y finalmente se estimularon con PAF (100 nM) e
inmediatamanete se realizo la lectura de resultados de produccion de EROS en el equipo
LuminoSkan ASCENT™ por 2000 segundos. En la Figura 8A se observan los resultados
representativos de produccion de EROs por luminiscencia obtenidos con el extracto del fruto;
la Figura 8B se analiza el area bajo la curva de 3 ensayos diferentes y se evidencia que el

extracto de los frutos maduros de L. subseriata inhibe la produccién de EROs, cuando los

neutrofilos son estimulados con PAF; se evidencia que a mayor concentracion del extracto,
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mayor es la inhibicion de la produccion de EROs; sin embargo de acuerdo al andlisis de
Tukey, solo se presentan diferencias estadisticas significativas en la concentracion de 50

pg/mL de extracto con respecto al control positivo (p=0,0180).
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Figura 8: Actividad de diferentes concentraciones de extracto de frutos de L.
subseriata en la produccién de EROs en neutrofilos estimulados con PAF. A Curvas de
un ensayo representativo de evaluacion del efecto de extractos de L. subseriata en la
disminucion de EROS en neutrofilos humanos evaluados en LuminoSkan ASCENT B: LRU
producidas por neutrdfilos humanos estimulados 10 minutos con diferentes concentraciones
de extracto de frutos maduros de L. subseriata (10ug/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL) y posterior
estimulo con PAF (50 pg/mL). Control de actividad antioxidante en Acido Ascorbico (AA
50 pug/mL). Cada barra representa la media aritmética + SEM, n = 3, *p <0,05 mediante Test
de Tukey.
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5.4. Evaluar capacidad regulatoria de los extractos de Leandra subseriata (Naudin)

Cong sobre la liberacion de granulos de gelatinasa en neutrofilos humanos.

Los neutréfilos obtenidos durante el aislamiento a partir de sangre periférica presentaban

condiciones adecuadas de pureza y viabilidad (Figura 9)
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Experiment Name: PUREZAZ0NE
Specimen Name, PUREZA 2018
Tube MName: pmn HUMANG LUIS LG 17-05
Record Date: May 17, 2018 12:00:36 PM
$OP: Administrator

FSC-A 55C-A
Population #Events  %Parent  %Total Mean Mean
W~ Events 10,000 A 1000 40,348 52,004
Hr 9,690 96.9 969 40,335 43,007

Figura 9: Resultado representativo de analisis de pureza y grado de activacion de
neutrofilos aislados de sangre periférica evaluada en citometro de flujo (BD FACSCanto
I1; Becton Dickinson y software FlowJo 7.6).Se evidencia un porcentaje de pureza mayor a
95% y el estado de activacion (Inactivo) de los neutréfilos (Nube de neutrofilos concentrada
dentro de los pardmetros de color rojo); la agrupacion de puntos negros indica la presencia
de contaminacion por eritrocitos.

5.4.1. Ensayo preliminar con neutrofilos bovinos para para establecer concentracion

de trabajo y tiempo de incubacion del extracto de frutos maduros de Leandra subseriata.

Estas pruebas se realizaron en el instituto de Farmacologia y morfofisiologia de la
Universidad Austral de Chile, por eso los ensayos se realizaron en neutrofilos bovinos;

aunque los neutrofilos bovinos presentan ciertas diferencias en tamafio, estructura y
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composicion de granulos en comparacion con los neutréfilos humanos, funcionan como un
modelo ideal para ser utilizado de base para realizar pruebas con neutréfilos humanos ya que
poseen funciones similares en la defensa del huésped (Brown & Roth, 1991; Gennaro,
Dewald, Horisberger, Gubler, & Baggiolini, 1983). Se consider6 evaluar las mismas
concentraciones del extracto de frutos maduros con las cuales se obtuvo resultados positivos
de capacidad antioxidante (10 pg/mL, 25 pg/mL y 50 pug/mL), para evitar el efecto del
solvente el extracto se obtuvo por maceracion directa de frutos liofilizados en HBSS Ca?".
Los resultados de estas pruebas evidenciaron que al incubar por 10 min los neutréfilos en
diferentes concentraciones del extracto de frutos maduros de L. subseriata (10 pg/mL, 25
pug/mL y 50 ug/mL) no se observan cambios significativos con respecto al control donde los
neutrofilos se mantuvieron incubados con HBSS Ca*2. Adicionalmente, se observa una
disminucion estadisticamente significativa en la liberacion de la MMP-9 en los neutréfilos
que fueron pre-incubados con el extracto de Leandra subseriata y posteriormente
estimulados por 30 min con LPS (10 pg/mL) con respecto al control positivo con LPS
(Figura 10) (Trentini et al., 2014). Razon por la cual se consideraron las mismas
concentraciones del extracto del fruto y el mismo tiempo de incubacion para realizar los

ensayos en neutrofilos humanos estimulados con LPS.
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Figura 10: Efecto del extracto del fruto de Leandra subseriata sobre la actividad de
MMP-9 inducida por LPS en neutrdfilos Bovinos. Analisis de densitometria realizado en
las bandas claras del gel de poliacrilamida, donde se evidencia la actividad gelatinolitica de
MMP-9. Cada barra representa la media aritmética = SEM, n = 3, *p <0,05 mediante Test de
Dunett.

5.5. Evaluar efecto de extractos de frutos maduros de L. subseriata (Naudin) Cong
en la liberacion de granulos de gelatinasa (MMP-9) de neutréfilos humanos pre -
estimulados con LPS. Los ensayos se trabajaron con las condiciones de tiempo de
incubacidn y concentraciones de extracto preestablecidas para neutrofilos bovinos. Para cada

ensayo se usaron 1x108/500uL neutrofilos aislados que fueron resuspendidos en solvente

(HBSS + Ca?") y pre-incubados 5 min a 37 °C.

Los resultados obtenidos en este ensayo demuestran que en una concentracion 50 pug/mL de

los extractos de frutos maduros de L. subseriata se disminuye significativamente la liberacion
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de la MMP-9 en neutrdfilos pre-estimulados con LPS (10 pg/mL) Figura 11. Adicional a los
ensayos realizados con neutréfilos bovinos, en humanos se us6 un control con Acido
Ascorbico (50 pg/mL) para determinar el efecto provocado por un antioxidante conocido en

la regulacion de la MMP-9 (Harakeh et al., 2018).
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Figura 11: Efecto del extracto del fruto de Leandra subseriata sobre la actividad de
MMP-9 inducida por LPS en neutrofilos Humanos. Para determinar la concentracion de
trabajo 1 x 10® Neutrofilos humanos fueron incubados con diferentes concentraciones de
extractos de frutos maduros de L. subseriata (E1 10 pg/mL, E2 25 pg/mL; E3 50 pg/mL),
estimulacion posterior por 30 min con LPS (10 pg/mL); en condiciones idénticas a las del
ensayo anterior con neutrofilos bovinos. Finalmente se realizé un analisis de densitometria
donde las bandas claras indican la actividad de la gelatinasa (pro-MMP-9). Cada barra
representa la media aritmética + SEM, n = 3, *p <0,05 mediante Test de Dunett.

5.6 Ensayos de muerte celular (Citotoxicidad) del extracto de Leandra subseriata.



62

Para verificar que los resultados obtenidos en neutréfilos eran producto de la inhibicion
de la produccion de EROs y de la regulacion de la MMP-9 y no de la muerte celular causada
por las tres concentraciones probadas (10 pg/mL, 25 pg/mL y 50pg/mL) del extracto de
frutos maduros de L. subseriata en se realizaron pruebas de citotoxicidad en VarioSkan
utilizando loduro de propidio. Los resultados demuestran que existen diferencias estadisticas
significativas entre los neutrdfilos tratados con Triton X-100 (control positivo de toxicidad)
(Alarcon et al., 2017) y los tratamientos con las diferentes concentraciones del extracto
(Figura 12), incluso los datos tienden a ser ligeramente menores con respecto al control

negativo. Los resultados son expresados en Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU).
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Figura 12: Citotoxicidad de diferentes concentraciones de extractos de frutos
maduros de L. subseriata en Neutréfilos Humanos. 1 x 10° neutréfilos fueron incubados
durante 10 minutos 37 °C con diferentes concentraciones de extractos de frutos maduros de
L. subseriata (E1 10 pg/mL, E2 25 pg/mL; E3 50 ug/mL). Como control negativo se utilizd
HBSS+Ca*? y como control positivo Triton X-100 a 0,2%. Las sefiales de IP se detectaron
con un lector de multiples fluorescencias (Varioskan®, Thermo Scientific) a 530 nm de
longitud de onda de emisién y 620 nm de excitacién. Cada barra representa la media
aritmética = SEM, n = 3, **p <0,05 mediante Test de Tukey.

6. DISCUSION



63

Frutos tipo baya se caracterizan por ser jugosos, carnosos Yy por tener las semillas envueltas
por el pericarpo (Mendoza & Ramirez, 2006).Desde hace algunos afios se ha evidenciado el
incremento en el interés por parte de la comunidad cientifica en buscar y utilizar principios
activos provenientes de la flora silvestre, aprovechando su biodiversidad y los conocimientos
relacionados con los usos ancestrales medicinales; las bayas son de potencial interés debido

a sus elevadas propiedades antioxidantes (Robards, 2003).

Teniendo en cuenta el elevado interés por estudiar plantas con potencial actividad bioldgica,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar las propiedades de las bayas maduras de L.
subseriata (Naudin) Cong, que estan siendo consumidas esporadicamente por habitantes o
por la fauna silvestre de las regiones donde se producen; sin embargo, en la actualidad no se
reporta ningdn estudio de su potencial beneficio. Siguiendo este enfoque, se evalud la
capacidad antioxidante a través de la inhibiciéon del radical ABTS, una cuantificacion
alternativa de antocianos totales presentes en las bayas y se realizaron pruebas in vitro en
neutréfilos humanos para determinar el efecto de diferentes concentraciones del extracto de
frutos maduros de L. subseriata sobre la produccion de EROs y la regulacion de la actividad

de MMP-9.

Las bayas azules y sus compuestos flavonoides son investigados por su elevada capacidad
antioxidante, con el fin de potenciar su uso en el tratamiento de diversas enfermedades
(Figueira et al., 2016), por ello en esta esta investigacion se avaluo la presencia de
compuestos de este tipo en los frutos maduros de L. subseriata y se demostrd con técnicas
de Giusti & Wrolstad, 2001 la presencia de una concentracion baja de antocianos totales

(C3G) en el extracto acuoso de las bayas evaluadas; sin embargo mediante la evaluacion de



64

la inhibicion del radical ABTS se determind una buena capacidad antioxidante,
encontrdndose una correlacion positiva entre la concentracion del extracto y la inhibicion del
radical ABTS, alcanzando un porcentaje de inhibicion de hasta 74,53% en la mayor
concentracion evaluada (50 pg/mL). El hecho de demostrar capacidad antioxidante in vitro
en una planta cuyas propiedades estan siendo subutilizadas abre posibilidades en la
formulacidn de nuevos proyectos ademas de alternativas para combatir diferentes patologias
causadas por estrés oxidativo o el efecto exacerbado de los radicales libres (Martinez et al.,

2002; Serra & Cafaro, 2007; Sies, 2015).

La capacidad antioxidante detectada con la inhibicion del radical ABTS, se relaciona
directamente con la presencia de antocianinas en las bayas (Berker, Ozdemir Olgun, Ozyurt,
Demirata, & Apak, 2013), pero debido a que se trata de un extracto total, de esta mezcla
compleja no se descarta la presencia de diferentes compuestos en el fruto que en cierto modo

incrementen la capacidad para reducir el radical libre ABTS.

En el extracto acuoso del fruto maduro de L. subseriata se encontr6 un promedio de 1,221
uMol TEAC/gFr y 28,16 mg VCTEAC/100gFr; estos valores, indican la cantidad de
compuestos equivalentes comparados con Trolox y acido ascorbico respectivamente, no se
los puede comparar con otros estudios, dado que en estas pruebas se utilizaron los extractos
en medios acuosos debido a que el siguiente objetivo del trabajo abordo la evaluacion del
extracto en neutréfilos humanos, aunque es plausible realizar una extraccion agresiva de los

compuestos del fruto maduro de L. subseriata, la purificacion requiere tiempo y costos,
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aungue muy seguramente realizando procesos de liofilizaciéon y una disgregacion mecanica
utilizando solventes agresivos como el fenol-cloroformo se encontrard mayor cantidad de
antocianos totales y de igual manera la capacidad de reduccién del radical ABTS aumentaria;
de esta manera sera posible comparar con diferentes plantas reportadas en literatura

(Ramirez, Zambrano, Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2015).

Los polifenoles ejercen una gran cantidad de efectos fisiol6gicos beneficiosos sobre la salud
de los seres humanos (Harborne, 1988); dentro del grupo polifenol, las antocianidinas y sus
formas glucosiladas, las antocianinas, han ganado atencion significativa debido a los
numerosos estudios que indican sus posibles beneficios para la salud humana (Bell &
Gochenaur, 2006; Vuorela et al., 2005). Se sabe que las antocianinas poseen propiedades
antioxidantes (Noda, Kaneyuki, Mori, & Packer, 2002), ejercen efectos antimutagénicos
(Azevedo et al., 2007), neuroprotectores (Galli, Shukitt-Hale, Youdim, & Joseph, 2002;
Youdim & Deans, 2000) y reducen el riesgo de enfermedad arterial coronaria (Renaud & de
Lorgeril, 1992); ademas, ejercen efectos sobre vasos sanguineos Yy plaquetas
(Andriambeloson et al., 1998; Demrow, Slane, & Folts, 1995), ademas estos compuestos han
sido estudiados sobre distintas lineas celulares, como queratinocitos y neutrofilos humanos
(Wozniak, Michalak, Wyszomierska, Dudek, & Kiss, 2018); estos ultimos de especial interés
ya que hacen parte de la inmunidad innata y regulan la inmunidad adquirida por lo cual estan
directamente involucrados en enfermedades inflamatorias cuando ocurre una activacion

descontrolada y prolongada.
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Cuando se evalud el efecto del extracto de las bayas maduras de Leandra subseriata sobre
neutrdfilos humanos estimulados con PAF, se observo que a medida que aumentaban las
concentraciones del extracto (10, 25 y 50 pg/mL), disminuia la produccion de EROs. La
produccion de especies reactivas de oxigeno por el neutrofilo, se relaciona con distintas
enfermedades inflamatorias, como por ejemplo artritis reumatoide y psoriasis, en ambas
patologias estan presentes grandes cantidades de neutrofilos productores de EROs que causan
dafio al tejido debido a la oxidacién de proteinas y del ADN, generando asi inflamacién de
caracter cronico (Winterbourn, Kettle, & Hampton, 2016). Por lo tanto, compuestos con
capacidad antioxidante capaces de inhibir la produccion de EROs generados por neutrofilos,
son candidatos a tener en cuenta para ser investigados con mayor profundidad (Wozniak et

al., 2018).

El extracto de las bayas de L. subseriata, demostrd tener capacidad antioxidante por el
método del ABTS y de igual manera se observé inhibicion en la produccion de EROs
producida por neutréfilos cuando fueron estimulados con PAF in vitro. Estos resultados
positivos son comparables con los resultados obtenidos con infusiones de lila comin Syringa
vulgar realizado por Wozniak et al., 2018, quienes ademas observaron que el tratamiento de
neutréfilos con éste extracto disminuia la fosforilacion de vias MAPK, que pueden estar
involucradas en la generacion de EROs en neutréfilos. La investigacion realizada por Vera,
2017 con extracto de Amomyrtus luma determind que a una concentracion de 100 pg/mL el
extracto es capaz de disminuir significativamente la generacion de EROs en neutréfilos
humanos, en el presente estudio se reporta que el extracto acuoso de bayas maduras de L.

subseriata disminuye significativamente la produccion de EROs a partir de una
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concentracion de 10 pg/mL, esto probablemente, debido a que el extracto de L. subseriata al
ser derivado de una baya azul no toxica, podria otorgar un aporte superior de polifenoles, los
cuales por su estructura le confieren estabilidad al forma radical, ejercen maximo potencial
antioxidante y participa en la deslocalizacion de los electrones (Bors et al., 1990); esto
permite regular la actividad de la enzima NADPH oxidasa atrapando los EROs que libera la
misma y que se activa para controlar agentes infecciosos, pero que en condiciones
descontroladas desencadena en la aparicion de diferentes enfermedades como artritis

reumatoide y cancer (Huanqui, 1997; Wozniak et al., 2018).

Los neutréfilos son productores de MMP-9, contribuyendo al dafio de tejidos y su
remodelacion, la actividad elevada de esta enzima esté involucrada en enfermedades como
el cancer, debido a que esta enzima proteolitica promueve la angiogénesis (Mehner et al.,
2014), artritis reumatoide y enfermedades cardiovasculares por tratarse de una proteasa que
degrada colageno tipo 1V y elastasa (Gupta, Kim, Prasad, & Aggarwal, 2010; Kim-Park et
al., 2016). Estudios previos, han demostrado que algunas antocianinas ejercen efectos
antiinflamatorios en Linfocitos T (linea celular Jurkat) al suprimir la acetilacion del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 8 activadas (NF-kf) e inhibir
la produccion de TNFa e IL-6 (Pro-inflamatorios) cuando los Linfocitos son estimulados por
LPS (Seong et al., 2011), raz6n por la cual se decidié evaluar el efecto del extracto de las
bayas maduras de L. subseriata sobre la actividad de MMP-9 en neutr6filos humanos. Los
neutréfilos fueron incubados con el extracto y posteriormente estimulados con el agente
proinflamatorio (LPS 10ug/mL), encontrandose que con el extracto mas concentrado (50

pg/mL) se present6 una significativa disminucion en la actividad de MMP-9.
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El extracto de la planta A. luma presenta polifenos segun, pero no se observo efecto en la
disminucion de liberacion de MMP-9 en neutrofilos estimulados con PAF, probablemente
porque en el extracto pueden existir elementos tdxicos junto con los polifenoles (Vera, 2017).
En un estudio realizado por Kim-Park et al., 2016, evaluaron el extracto metandlico de
Camellia sinensis y sus principales catequinas, encontrandose que producian una inhibicién
significativa de la actividad de MMP-9 y ésta disminucidn estaba asociada con su capacidad
antioxidante y los compuestos fendlicos. Algo similar se observo en el estudio de Wozniak
et al., 2018 en el cual se sugiere que existe una asociacion entre el efecto de disminucion de
produccién de EROs, la disminucion de la fosforilacion de las vias de las MAPK vy la
consecuente disminucion de liberacién de MMP-9. Teniendo en cuenta que los resultados de
este estudio son similares a los de Kim-Park et al., 2016 y los de Wozniak et al., 2018, es
necesario continuar profundizando en la participacién de vias de sefializacion en la
regulacién de las respuestas evaluadas en neutrofilos tratados con extractos de L. subseriata.
Estos resultados sugieren la necesidad de profundizar en la caracterizacion quimica del
extracto de este fruto para poder determinar y cuantificar la presencia de flavonoides como
las antocianinas, las cuales son capaces de unirse a enzimas transportadores de hormonas y
ADN, catalizar el transporte de electrones, depurar radicales libres y quelar iones metéalicos
transitorios, tales como Zn?*, Fe?*, Cu?* (van Acker et al., 1997), propiedades que estan
relacionadas con la inhibicion en la produccién de EROs e igualmente importantes en la
regulacién de la liberacion de MMP-9 ya que al ser estas enzimas dependientes de zinc y
siendo las antocianinas quelantes de zinc se controlaria el cofactor de las enzimas y esto

reduce y/o inhibe la respuesta del neutréfilo. Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) y



69

los activadores del plasmindgeno son familias que regulan la degradacién de la membrana
basal (Brandstetter et al., 2001; Wang & Stoner, 2008). Los extractos de antocianina de
diferentes tipos de bayas, arroz negro y berenjenas han sido evaluados por su capacidad para
inhibir la invasion de maltiples tipos de células cancerosas en La membrana basal para matriz
Corning (Matrigel) (Chen et al., 2006; Coates et al., 2007; Nagase, Sasaki, Kito, Haga, &
Sato, 1998). Se descubrié que los extractos de antocianinas inhiben la invasion de células
cancerigenas mediante la reduccion de la expresion de MMP y del activador de urocinasa
plasminica (u-PA), que degradan la matriz extracelular como parte del proceso invasivo y
estimulan la expresién de inhibidores tisulares de la matriz de metaloproteinasa (TIMPS) y
de un inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI), los cuales contrarrestan la accién de

las MMPs y u-PA (Brandstetter et al., 2001; Wang & Stoner, 2008).

Adicionalmente a los objetivos planteados en el proyecto se realiz6 prueba de citotoxicidad
sobre neutréfilos humanos, para determinar si el efecto inhibidor de MMP-9 y de EROs era
generado por accion del extracto y no por muerte celular provocada por agentes toXicos
presentes en el mismo, con lo cual se demostro satisfactoriamente que el extracto no presenta
toxicidad frente a neutrofilos humanos en ninguna de las concentraciones probadas y en
cambio se evidencia la tendencia a disminuir la muerte celular en comparacion con el control
negativo (HBSS+ Ca*?) generado posiblemente por el efecto protector que ejercen los

antioxidantes del extracto hacia los neutréfilos.
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En general los resultados de este estudio concuerdan con otras investigaciones similares
realizadas con bayas azules (blueberries). Estos son los primeros resultados obtenidos del
extracto acuoso de las bayas de L. subseriata, donde se encontr6 capacidad antioxidante, que
resulto suficiente para regular la produccion de EROs, y disminuir la liberacion de MMP-9,
esto sugiere que esta baya podria ser incorporada en la dieta humana produciendo potenciales
beneficios para la salud. Sin embargo son necesarios estudios relacionados con la inhibicion
de las posibles rutas en los neutréfilos y de igual manera ampliar la investigacion a diferentes
grupos celulares para luego incorporar investigaciones in vivo y obtener la potencial
formulacién de un nuevo farmaco para el tratamiento de distintas enfermedades basado en la
utilizacion de material vegetal de nuestra region, pudiendo convertir esta planta en una

posibilidad econémica factible para los productores de la zona.

Adicionalmente las pruebas realizadas con neutrofilos bovinos donde se observd una
disminucion en la liberacién de MMP-9, indican que los efectos benéficos en relacién al
control de procesos inflamatorios puede presentarse en otras especies, por esto las bayas
podrian ser utilizadas en la dieta de otros mamiferos, particularmente podria considerarse su
inclusion en preparaciones de ensilaje para bovinos. Sin embargo es necesario profundizar
su estudio, evaluando otras respuestas en neutréfilos incluida la toxicidad, generacion de

EROs, activacion de vias de sefializacion entre otros.
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7. CONCLUSIONES
El extracto acuoso de las bayas maduras de L. subseriata presenta una potencial
capacidad antioxidante, posiblemente asociado a la presencia de compuestos
fendlicos tipo antocianatos como la Cianidin-3-Glucosido. Esta capacidad
antioxidante es capaz de inhibir in vitro la produccion de especies reactivas de

oxigeno por neutréfilos humanos estimulados con factor activante plaquetario.

El extracto acuoso de las bayas maduras de L. subseriata a una concentracion de 50
pug/mL disminuye significativamente la liberacion de MMP-9 en neutréfilos
estimulados con lipopolisacérido. lo cual evidencia una potencial actividad

antinflamatoria del extracto.

En ninguna de las concentracion de trabajo se evidencio citocoxicidad cuando se
realizo6 el ensayo con ioduro de propidio, esto es un indicativo de que los resultados
de la liberacion de MMP-9 y la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno son
derivados de la regulacion fisioldgica ejercida por el extracto y no asociado a procesos

de muerte celular.
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8. RECOMENDACIONES

e Es necesario continuar evaluando la capacidad de regulacién de este extracto en la
activacion de vias de sefializacion importantes en la modulacién de respuestas del
neutrofilo como lo son MAPK, NF-kB, PI3K-AKT; asi como en la regulacion de

expresion de agentes proinflamatorios como IL8 y COX2.

e Elestudio solo se enfocd en el extracto acuoso de los frutos maduros de L. subseriata,
seria conveniente replicar estos ensayos en fracciones etandlicas, metandlicas,

fendlicas entre otros.
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10. DIFUSION DE RESULTADOS

Resultados del proyecto fueron presentados para ponencia en el 111 Congreso
Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular, recibimos notificacion que fue
aprobado para su presentacion (Anexo 7).

Resultados relacionados con neutréfilos bovinos fueron presentados al 53 Congreso
de la Asociacién Colombiana de Ciencias Bioldgicas, estamos esperando respuesta
debida a la ampliacion de fecha en la recepcion de resimenes.
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ANEXOS

A. Certificado de Identificacién Taxondmica Leandra subseriata (Naudin) Cong.

.-|-1. : , ;»_l

UNIVERSIDAD DE NARINO DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA HERBARIO P.5.0.

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

La suscrita directora del HERBARIO PS0O DE LA UNIVERSIDAD DE
MARINO, certifica que el estudiante Luis Ignacio Gomez Cumbal, identificado con
cédula de cudadania No. 10860185597, solicito el servicio de identificadion taxondmica
para una muestra botanica, la cual contiene la siguiente informacion:

Nombre comiin reportado: No reportado

Lugar de colecta: Municipio de La Florida Narifio, Departamento de Marifio a 24.7 km
de Pasto.

Fecha de colecta: 23 de abril de 2017

Una vez revisadas las caracteristicas morfoldgicas del ejemplar, comparado con los
exsicados registrados en el Herbario de Investigaciones —HERBARIO PSO-, como Unica
coleccion wvegetal legalmente registrada en el departamento de Marifio, v posterior
confirmacion del espedalista en Melastomatacese Humberto Mendoza, la muestra

corresponde a la especie:

Leandra subsariats (Naudin) Cong.
(Familia Melastomataceae)

Se expide a solicitud del interesado, a los quince (15) dias del mes de mayo de 2017,

-Il Herbario PSO



B. Absorbancias Trolox

Muestra Dilucidn Ordenadas Concentracion
Factor [R] [mg/L]
BLANCO 1 0,742 0,169
10 1 0,560 2,538
10-2 1 0,565 2,473
10-3 1 0,590 2,145
25 1 0,350 5,268
25-2 1 0,347 5,312
25-3 1 0,381 4,086
40 1 0,308 5,811
40-2 1 0,247 6,601
40-3 1 0,247 5,601
50 1 0,216 7,015
50-2 1 0,175 7,540
50-3 1 0,167 7,644

C. Absorbancias Acido Ascérbico

Muestra Dilucion Ordenadas Concentracion
Factor [&] [mg/L]
BLANCO 1 0,742 -0,055
10 1 0,563 1,993
10-2 1 0,568 1,941
10-3 1 0,582 1,665
25 1 0,356 4,360
25-2 1 0,353 4,353
25-3 1 0,388 3,980
40 1 0,313 4,841
40-2 1 0,250 5,571
40-3 1 0,248 5,613
50 1 0,172 6,456
50-2 1 0,181 6,352
ED-3 1 0,166 6,528



D. Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD DE NARIND
Identificacién de la Facultad y el Programa

Titulo de la investigacién: VALORACION DEL EXTRACTO DE LOS FRUTOS DE Leandra subseriata
{Naudin) Cong COMO AGENTE ANTIOXIDMNTE ¥ DE REGULACION DE LIBERACION GRANULOS DE
GELATINASA EN NEUTROFILOS HUMANOS

COMSENTIMIENTO INFORMADDO O AUTORIZACION PARA ESTUDIOD DE INVESTIGACIGN

Yo, mayor de edad identificado (a) con cc
de » actuanda en nombre proplo.

DECLARO:

Que he recibido toda la Infermacidn clara y concreta por parte de LIS IGNACIO GOMEZ CUMBAL,
estudiante de pregrade de Biologia, Universidad de Narifio el dia ___ del mes de

del aflo _____, sobre el trabajo de investigacién relacionado con la "WALORACION DEL EXTRACTO
DE LOS FRUTOS DE Leandra subseriata (Maudin) Comg COMO AGENTE ANTIOXIDANTE ¥ DE
REGULACION DE LIBERACION GRANULODS DE GELATINASA EN NEUTROFILOS HUMANOS® para el
cual es cruclal la extraccidn de sangre por punchén venosa en adultos en buen estado de salud
(mayores de 1B afos de edad) para extraccidn de neutrdfilos. Que serd realizado bajo su
responsabilidad, de acuerdo a la resolucidn B430 de 1993, (Cap.l Ari11 - Art. 15, en el cual se
hace aclarackin gue es una investigacidn con resgo minimo) y con asesoria de JAQUELINE MENA
HUERTAS, docente del programa de Blologia e integrante del grupo de investigacidn de Salud
Piblica y con apoyo del Centro de Estudios en Salud; para participar en el trabajo de investigacidn
que tiene como objetive “Evaluar el efecto antioxidante del extracto de los frutos maduras de
Leandra subseriata (Maudin) Cong en presencia de radicales libres del oxigeno, 2,2-Azino-bis-3-
Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS*+) v en la regulacidn de respuestas tempranas de neutrdfilos
humanos pre-estimulados con Lipopolisacarido (LPS).
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be ha advertido que en la Investigacidn en que participo, en ningdn momento se hard pdblice mi
nombre yfo documento de identificacidn, como tampooo saldrdn a la luz pdblica hechos
relacionados que puedan identificarme y sobre los cuales se puardardn slempre y en todo
momento del estudio, toda las reservas y discrecionalidades correspondientes.

Me ha explicade y he comprendido satisfactorlamente la naturaleza y propésito del estudio
aludido y de las posibles implicacdones que podria tener al donar 5 ml de sangre periférica para el
estudio. Me han explicado que la toma de muestra la realizard un profesional de salud. He
podido preguntar mis inquietudes al respecto y recibide las respuestas y explicaclones en forma
satisfactoria.

Tarmbién se me ha informado de mi derecho a rechazar esta autorizacidn o revocarla cuando asi
yo lo requiera.

He sido interrogado (a) sobre la aceptacidn o mo, de esta autorizackdn para este estudio, por lo
tanto,

AUTORIZO:

Para que LIS IGNACID GOMEZ CUMBAL Y JAQUEUNE MEMA HUERTAS y el grupo de
investigacién Salud Publica realice la investigacidn correspondiente (Evaluar el efecto
anthoxidante del extracto de los frutos maduros de Leandra subserlata (Nauwdin) Cong en presencla
de radicales libres del oxigeno, 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-g-Sulfonico (ABTS*+) v en la
regulackin de respuestas tempranas de neutrdfilos humanos pre-estimulados con Lipopolisacarkdo
(LP5)). Se firma el presente documento a los dias del mes ____ del Afio

FiRRAA Y C.C. DEL AUTORIZADO o del tutor

FIRMA, ¥ c.c. del investigador

Mombre, firma y c,c, de testigo

Mombre, firma y ¢,c, de testigo
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E. Actade Aprobacion del Comité de Etica en Investigacion de la Universidad de Narifio

-&.

/

N

\ Universidad de Narino

/ VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES,
‘; POSTGRADOS Y RELACIONES INTERNACIONALES

Acta de Aprobacion No. 74

El COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DE NARINO.

Creado por el Sistema de Investigaciones mediante Resolucion Rectoral No. 1608
de abril 20 del 2010, el cual se rige por la Resolucién No. 008430 del 4 de octubre

1993

del Ministerio de Salud de Colombia, mediante la cual se establece las normas

cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud.

Que en relacion al proyecto de investigacion “VALORACION DEL EXTRACTO DE

LOS

FRUTOS DE Leandra subseriata (Naudin) Cong COMO AGENTE

ANTIOXIDANTE Y DE REGULACION DE LIBERACION GRANULOS DE
GELATINASA EN NEUTROFILOS HUMANOS” Certifica que:

)3

Los integrantes del proyecto de investigacién en mencion adjuntaron los
siguientes documentos:

Proyecto de investigacion.
Aval Institucional N/A

Consentimiento Informado SI

El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité

Segun las categorias establecidas en el articulo 11 de la resolucion N°
008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el presente estudio tiene el siguiente
riesgo

X Sin Riesgo __ Riesgo minimo ___ Riesgo mayor del minimo

El Comité informara de manera inmediata a las directivas institucionales toda
novedad que reciba acerca de:

a. Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisada
y aprobada por el Comité.



\ Universidad co Narino

/ VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES,
POSTGRADOS Y RELACIONES INTERNACIONALES

5. El presente proyecto ha sido aprobado por el periodo correspondiente al
cronograma propuesto por los investigadores (6 meses)

6. El investigador principal debera informar al Comité de Etica en
Investigaciones de la Universidad de Narifio a saber:

a. Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos
cambios no podran iniciarse sin la revision y aprobacién del Comite,
excepto cuando sean necesarios para eliminar peligros inminentes para
los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgo para los sujetos u
otros.

c. Cualquier evento adverso serio en las primeras 24 horas de ocurrido.

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la
tasa riesgo/beneficio para los sujetos participantes.

e. Cualquier decision tomada por otros Comités de Etica.

f. Laterminacion prematura o suspension del proyecto explicando la razon
para esto.

g. Elinvestigador principal de la Universidad de Narifo debera presentar un
informe semestral al Comité de Etica en Investigacion.

Por medio de la presente, el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad de
Narifno, avala el proyecto arriba mencionado en el marco de los principios, politicas
y procedimientos de la declaracion de Helsinki, de la Asamblea Medica Mundial, de
la ley 44 de 1993 de la Republica de Colombia y de la reglamentacion vigente del

Comité de Etica de la Universidad de Narifio.

Dado en Pasto a los diecinueve dias (19) del mes de septiembre del dos mil
diecisiete (2017)

PAB/ RERO

Presidente

Elaboro Maryln Rosero Chicungue
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F. Acta de Cumplimiento N° 77.

ACTA DE CUMPLIMIENTO No. 77

Entre los suscritos Pablo Santacruz Guerrero identificado con cédula de ciudadania numero
12 967.309 quien en su calidad de VICERRECTOR DE INVESTIGACIONES, POSTGRADOS Y
RELACIONES INTERNACIONALES actia en nombre y representacion legal de la Universidad de
Narifio y que para la presente se denominara la VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES de una
parte y de la otra los (las) estudiantes LUIS IGNACIO GOMEZ CUMBAL identificados con cedulas
de ciudadania No. 1086018997, respeclivamente, se celebra la presente acta de cumplimiento, la
cual se regira por las siguientes clausulas PRIMERA. LA UNIVERSIDAD a través del FONDO DEL
SISTEMA DE INVESTIGACIONES se compromete a financiar el proyecto de investigacion titulado
“VALORACION DEL EXTRACTO DE LOS FRUTOS DE Leandra subseriata (Naudin) Cong COMO
AGENTE ANTIOXIDANTE Y DE REGULACION DE LIBERACION GRANULOS DE GELATINASA
EN NEUTROFILOS HUMANOS" aprobado segin acuerdo N° 169 del 19 de septiembre de 2017
expedido por el Comité de Investigaciones de la Universidad de Narifio, por |2 suma de SIETE
MILLONES TRESCIENTOS SETENTA Y SIETE MIL CIENTO SETENTA PESOS ML ($ 7377170)
los cuales seran invertidos de acuerdo al presupuesto definido para el proyecto. SEGUNDA -EL
(LOS) ESTUDIANTES se compromete(n) a realizar la investigacion en un término de 6 meses. Los
investigadores deberan entregar ademas lo correspondiente a implicaciones éticas de acuerdo con
los compromisos adquiridos segun lo estipulado en el proyecto. Una vez se entregue dicha
informacion en CD, se podra expedir el acta de terminacion del proyecto. TERCERA - EL (LOS)
ESTUDIANTE(S) se comprometen a presentar el informe final del proyecto de Investigacién en 6
meses contados a partir de la fima de la presente Acta de Cumplimiento. CUARTA- LA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES se reserva la facultad de vigilar la manera y la calidad
de como los investigadores dan cumplimiento a las obligaciones y podra hacerles las sugerencias y
recomendaciones que estime convenientes para la mejor ejecucion del proyecto. QUINTA.- Los
bienes no fungibles que se adquieran en el desarrollo de este trabzjo, son de propiedad de la
Universidad y deben ser entregados con el informe final y acta de entrega del Director del Grupo de
Investigacion.- SEXTA - EL (LOS) ESTUDIANTE (S) se compromete {n) a legalizar el avance
entregado con los recibos en original y copia. SEPTIMA- EL (LOS) ESTUDIANTES DEBERAN
devolver los dineros entregados por la Universidad para la investigacién, cuando sin causa justificada
no entregue(n) el informe parcial y final dentro de los plazos previamente estipulados. OCTAVA. Para
reglamentar el cumplimiento de esta acta EL (LOS) ESTUDIANTES SUSCRIBIRAN una péliza de
cumplimiento que cubrira el valor total de lo entregado ($7377170) la cual tendra vigencia hasta DOS
MESES posteriores a la fecha de la entrega del informe final.
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Se firma en San Juan de Pasto, a los diecinueve (19) dias del mes de septiembre de 2017

PA SANTAC RO

LUIS IGNXCIO GOMEZ CUMBAL

Estudiante

sor(a)

Proyecto: Marfa Constanza Cabrera Dulce, Sistema de Investigaciones

Sede Las Acacias - Blogue 5 - Investigaciones 7292389 - Postgrados 7222500 - ORIC 7360088
http://vipri.udenar.edu.co - Pasto - Narifio - Colombia
.

CALEAIIW)  LELHA NI
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G. Carta de aceptacion 111 Congreso Colombiano de Bioguimica y Biologia molecular

13/8/2018

Carta aceptacién C2ZB2

Bogota, 13/08/2018
Sefiores:

Gomez Cumbal L

Universidad de Marifio. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Biologia. Grupo de investigacion Salud
Piiblica. Ciudadela Universitaria Torobajo, Calle 18 Cr 50, San Juan de Pasto, Colombia

Mena Huertas 5

Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Biologia. Grupe de investigacion Salud
Fiblica. Ciudadela Universitaria Torobajo, Calle 18 Cr 50, San Juan de Pasto, Colombia

Hidalgo Gomez M

Universidad Austral de Chile. Campus Isla Teja. Valdivia, Regidn de los Rios, Chile

Teuber Valke 5

Universidad Austral de Chile Campus Isla Teja. Valdivia, Begidn de los Rios, Chile

C2B2_69_2018

Estimados Sefiores:

Reciban un cordial saludo. En nombre del Comite Cientifico agradecemos su participacién en el Tercer Congreso Colombiano
de Bioquimica y Biologia Molecular a realizarse en la ciudad de Bogota, Colombia, los dias 1, 2 y 3 de noviembre de 2018.

Nos complace comunicarle gue su trabajo titulado:

POTENCIAL ANTIOXIDANTE ¥ REGULACION DE LIBERACION DE GRANULOS DE GELATINASA EN NEUTROFILOS HUMANOS,
DEL EXTRACTO DE LOS FRUTOS DE Leandra subseriata (Naudin) Cong.

ha sido aceptado para presentacitn en el Area Salud humana & Animal, en la modalidad Oral. En una préxima comunicacion
le estaremos informande la fecha ¥ hora de su presentacion. Cualquier inquietud, por faver no dude en contactarnos.

Cordialmente,

Patricia del Portillo

Presidenta Comité Cientifico

Il Congreso Colombiane de Bioguimica y Biologia
Molecular C2B2



