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I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

I.1 El globo ocular

El ojo o globo ocular es un érgano esférico ovoide con un diametro de 24 mm y un peso

aproximado de 7g. Como estructura visual es capaz de recibir, seleccionar y refractar los rayos

luminosos que se transforman, a través de los fotorreceptores en impulsos nerviosos. Estos

impulsos se transmiten a través del nervio y vias especializadas hasta el cerebro donde son

integrados en forma de imagenes (Bekerman et al., 2014).

I.1.1 Anatomia y fisiologia

En los mamiferos, el globo ocular esta recubierto por tres capas. Figura 1:

La capa externa o fibrosa compuesta por la esclera y la cornea. La esclera es visible
como la parte blanca del ojo. Es una cubierta de tejido conjuntivo que le aporta forma y
resistencia al ojo. En la parte anterior del ojo, la esclera se contintia con la cornea, capa
transparente que protege las estructuras situadas posteriormente y cuya superficie
refracta la mayor parte de la luz incidente.

La capa media o vascular, también llamada Gvea estd compuesta por tres estructuras
principalmente: la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. La coroides es una capa rica en
melanina que evita que la luz penetre por la esclera impidiendo asi la reflexion de la luz.
Es una capa con abundantes vasos sanguineos que aportan oxigeno y nutrientes a la
retina, situada en la parte mas interna. El cuerpo ciliar conecta la coroides y el iris y
permite que el cristalino varie su morfologia para enfocar objetos a distintas distancias.
El iris se localiza delante del cristalino y funciona como un diafragma contractil
controlando la entrada de luz a través de la apertura central, la pupila.

La capa interna o nerviosa compuesta por la retina. En esta estructura nerviosa tiene
lugar la fototransduccidén, mecanismo complejo por el cual la informacién recibida del

exterior en forma de luz se transmite al cerebro a través del nervio 6ptico.



Camara posterior
(humor acuoso)

Camara anterior
(humor acuoso)

Seccion del
ojo humano

Musculo
ciliar

CUBTPO  pymor
ciliar — yitreo Eje
Fibras visual
zonulares '

i

.
S

E'; Punto
é{iteico chega™ optico
—:_""‘*—_‘—:'::

IFis cristalino
e Retina

Zonulas

posteriores Esclerctica

Y
",

-

Coroides

Figura 1. Anatomia del globo ocular. Corte en el que se muestran las estructuras macroscopicas
del ojo humano. Fuente: Ricalde et al., 2016.

I.1.2 Retina y epitelio pigmentario de la retina

La retina es una estructura sensible y compleja del aparato visual que recibe los estimulos

luminosos y los transforma en estimulos nerviosos que son integrados e interpretados en el

cerebro. Desde el punto de vista macroscopico se distinguen varias estructuras segun se

localicen en la parte central o periférica de la retina.

En el 4rea central de la retina se encuentran el punto ciego, la macula y la fovea. Figura 1:

El punto ciego o papila del nervio 6optico es el lugar donde el nervio dptico se inserta
en el globo ocular, atravesando la membrana esclerotica, la coroides y finalmente la
retina. Es una zona no sensible a la luz donde no existen fotorreceptores.

La mécula es una zona localizada en la zona posterior del globo ocular, con aspecto
amarillento por su elevado contenido en pigmentos xantofilicos. Es la zona donde se

produce la mayor fotorrecepcion.



e [a fovea es una zona deprimida y poco profunda en la macula que posee
mayoritariamente conos, que son cé¢lulas perceptoras de los colores. En condiciones

luminosas, es la zona de mayor nitidez visual.

El area periférica de la retina posee un bajo numero de conos por lo que es menos sensible

a la luz (menor capacidad de fotorrecepcion) que el area central de la retina.

Microscopicamente, la retina estd formada por distintos tipos celulares, basicamente
neuronas que se distribuyen a lo largo de diez capas (Figura 2). Desde la parte mas interna (en
contacto con el humor vitreo) a la més externa (adyacente a la coroides) las capas que conforman
la retina son: 1) Membrana limitante interna, no es una membrana propiamente dicha sino una
lamina basal que separa las células de Muller; 2) capa de fibras nerviosas son axones de células
ganglionares que se dirigen hacia el polo posterior integrando al nervio optico; 3) capa de células
ganglionares donde se localizan las células ganglionares y algunas células amacrinas que envian
su mensaje eléctrico a la corteza occipital; 4) capa plexiforme interna, region de conexion
sindptica entre células bipolares, amacrinas y ganglionares; 5) capa nuclear interna formada por
los ntucleos celulares de las células bipolares y por los nicleos de las células horizontales y
amacrinas; 6) capa plexiforme externa, region de conexion sinaptica entre células bipolares,
fotorreceptores y horizontales; 7) capa nuclear externa formada por los nticleos celulares de las
células fotorreceptoras; 8) membrana limitante externa, no es realmente una membrana, sino
uniones intercelulares del tipo zonula adherente entre las células fotorreceptoras y las células de
Muller; 9) segmento externo o capa de las células fotorreceptoras donde se encuentran los conos
y bastones; 10) epitelio pigmentario retiniano (EPR) capa mas externa localizada en la parte

posterior de la coroides. Posee células pigmentarias que no son neuronas (Lillo, 2000).

Las principales funciones del EPR son las siguientes: 1) Transporte de nutrientes, iones y
agua. El EPR transporta iones, agua, y productos metabolicos finales del espacio subretiniano
hacia la sangre y de forma inversa, toma nutrientes tales como la glucosa, el retinol y los 4cidos
grasos de la sangre y los entrega a los fotorreceptores; 2) Por ser pigmentado absorbe la luz y
protege contra la fotooxidacion, 3) Reciclaje del retinal, esencial para el ciclo visual. Para
mantener la excitabilidad de los fotorreceptores, el retinal estd constantemente transportado

desde los fotorreceptores al EPR, donde se re-isomeriza a 11 cis-retinal y es transportado de



vuelta a los fotorreceptores; 4) Fagocitosis de los discos membranosos de los segmentos
externos de los fotorreceptores, los cuales son digeridos y sustancias esenciales como el retinal
son reciclados y devueltos a los fotorreceptores para la reconstruccion de los segmentos externos
sensibles a la luz y 5) Secrecion de varios factores esenciales para la integridad estructural de la
retina. Aparte de estas funciones, el EPR estabiliza la concentracion de iones en el espacio
subretiniano, lo cual es crucial para el mantenimiento de la excitabilidad de los fotorreceptores
(Acharya et al., 1998). El EPR est4 involucrado también en el privilegio inmune del ojo a través
de la secrecion de factores inmunosupresores en el interior de dicha estructura (Acharya et al.,
1998). Asi, resulta claro que el EPR es esencial para la funcion visual, y que alteraciones en
cualquiera de sus funciones pueden conducir a la degeneracion de la retina y en la disminucion

de la agudeza visual, pudiendo inclusive llegar a la ceguera.
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Figura 2. Capas de la retina y coroides. Fuente Pulido (2003).

Las capas de la retina se encuentran unidas a la coroides por la membrana de Bruch. Esta
membrana es la capa mdas interna de la coroides. Su estructura es pentalaminar, acelular,
facilmente delimitable entre la retina y la coroides. A través de la membrana de Bruch, el epitelio

pigmentario retiniano (EPR) permite el intercambio entre la coroides y la retina tanto de



nutrientes como la eliminacion de desechos metabdlicos de los fotorreceptores (Thebault, 2011;

Graue, 2016).

Es una barrera fisioldgica al filtrado de agua, electrolitos y macromoléculas que permite
mantener seco el espacio subretiniano. Constituye una sola capa de células hexagonales en
contacto con los fotorreceptores (conos y bastones). Contiene dos tipos de pigmentos: melanina
y lipofucsina. Estos pigmentos permiten que funcione como barrera Optica. El grado de
pigmentaciéon del EPR y de la coroides es una caracteristica individual genéticamente
determinada y puede alterarse por diversos factores degenerativos, inflamatorios entre otros

(Oyster, 1999).

La adhesion entre EPR y la retina neurosensorial es mas débil que la adhesion entre EPR
y la membrana de Bruch. En los desprendimientos de retina se produce una separacion entre
EPR y la retina neurosensorial, acumulandose liquido entre las dos capas, liquido que mantiene
y perpetua el desprendimiento. De un modo similar, la separacion entre el EPR y la membrana
de Bruch se conoce como despegamiento o desprendimiento del epitelio pigmentario de la retina

(Pardo, 2011).

I.1.3 Estrés oxidativo y sistema antioxidante en la retina

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno (reactive oxygen species, ROS) y de nitrogeno (reactive nitrogen species, RNS) y los
sistemas antioxidantes existentes en las células (Betteridge, 2000). Estas especies reactivas son
una parte esencial de la inmunidad innata que protege a las células de las infecciones pero
también contribuyen a la patogénesis de enfermedades degenerativas. Las ROS son moléculas
quimicamente reactivas derivadas del oxigeno cuyos principales miembros son el anidén
superoxido (Oz7), el peroxido de hidrogeno (H203) y el radical hidroxilo (OH-). Las RNS son
un grupo de moléculas quimicamente reactivas derivadas del oxido nitrico (NO) cuyos
principales miembros son los peroxinitritos (ONOO" ), el diéxido de nitrogeno (NOz) y los S-

nitrosotioles (Dhawan et al., 2014, Hartwig, 2013).

El estrés oxidativo desencadena multiples vias de sefializacion, incluyendo algunas que

son citoprotectoras y otras que contribuyen al dafio celular y finalmente, a la muerte celular



(Malgorzata et al., 2016). En el EPR vy la retina, el estrés oxidativo, incrementado por varios
factores incluyendo la exposicion a la luz o la presencia de especies reactivas de oxigeno,
desplazan el balance de la expresion de la proteina de la familia Bcl-2 hacia aquellos que
favorecen el dafo celular (pro-apoptdticas). Las lesiones mediadas por el estrés oxidativo y la
muerte celular del EPR pueden desencadenar a su vez la muerte de fotorreceptores y afectar la
vision. El estrés oxidativo que conduce a la apoptosis de las células EPR es clave en la
fisiopatologia de muchas degeneraciones retinianas, como las degeneraciones maculares

relacionadas con la edad (Manresa, 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la hipotesis oxidativa. Tras la muerte de los bastones por el estrés
oxidativo, el oxigeno en la retina aumenta provocando una acumulacion de radicales libres que
el sistema antioxidante no seria capaz de neutralizar, provocando asi mayor muerte de células
de la retina (Martinez, 2015).

En condiciones fisioldgicas, la retina es especialmente sensible al estrés oxidativo ya que
las membranas de sus células son muy ricas en lipidos poliinsaturados (riesgo de peroxidacion
lipidica) y estd expuesta a agentes pro--oxidantes (exposicion a la luz o a elevadas
concentraciones de oxigeno) (De La Paz y Anderson, 1992; Glickman y Lam, 1992). Por ello

dispone de sustancias antioxidantes como los pigmentos visuales o las vitaminas C y E que



contrarrestan estos efectos nocivos (Garland, 1991; Stoyanovsky et al., 1995; Rozanowska et
al., 2012). Los pigmentos visuales actian como filtros capaces de absorber la radiacion de
elevada energia como la melanina presente en los melanosomas de las células del epitelio
pigmentario (Tokarz et al., 2013), o los carotenoides abundantes en los fotorreceptores como la
luteina, predominante en la retina periférica, y la zeaxantina, concentrada en la madcula

(Widomska y Subczynski, 2014).

En humor acuoso hay elevados niveles de acido ascorbico o vitamina C (1 mM) y de
glutation (GSH) (2 uM) (Umapathy et al., 2013) que protegen al ojo del daiio oxidativo,
neutralizando los radicales libres y las ROS (Ringvold, 1996). La carencia de 4cido ascoérbico
en el organismo puede producir o acentuar la aparicion de cataratas y degeneracion macular
asociada a la edad (DMAE) (Filas ef al., 2013). El tocoferol o vitamina E esta presente en los
segmentos externos de los fotorreceptores donde ayuda a prevenir la peroxidacion lipidica.
Las vitaminas C y E bloquean los radicales libres y la oxidacion y degradacion de la zeaxantina

(Rozanowska et al., 2012).

Las principales enzimas antioxidantes son la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y las enzimas relacionadas con el metabolismo del glutation: la glutation peroxidasa
(GPX) y la glutation reductasa (GR). La SOD cataliza la conversionde O- 2 en H202.
Segtin su localizacion subcelular y los metales del centro activo se distinguen tres tipos de SOD:
la Cu/Zn-SOD citoplasmica (SOD1), la Mn-SOD mitocondrial (SOD2) y la Cu/Zn-SOD
extracelular (SOD3) (Usuim ef al., 2009). La CAT es una proteina tetramérica que convierte el
H20: en agua y oxigeno. La GPX cataliza la oxidacion de glutation reducido (GSH) a
glutation oxidado (GSSG) mientras que la GR cataliza la conversion de GSSG a GSH, ayudando

ambas al mantenimiento de los niveles de glutation (Umapathy et al., 2013).

I.1.4 Angiogénesis y angiogénesis ocular

La angiogénesis es un complejo proceso en el que intervienen células, factores solubles y
componentes de la membrana extracelular y que se desencadena cuando el vaso existente es
expuesto a un estimulo exogeno. Es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los

vasos preexistentes y es el conjunto ordenado de eventos resultado del balance entre factores



pro y antiangiogénicos. Involucra la estimulacion de la proliferacion y migracion de las células
endoteliales; destruccion de la matriz extracelular; atraccion de pericitos y macrdofagos;
estimulacion de la proliferacion y migracion de las células musculares lisas; formaciéon y
rearmado de nuevas estructuras vasculares y finalmente deposicion de matriz extracelular nueva

(Andrini, 2010).

En el adulto, la velocidad de proliferacion de las células endoteliales es muy baja
comparada con otros tipos de cé€lulas del organismo. Bajo condiciones fisiologicas ocurre
angiogénesis en cada ciclo del sistema reproductivo femenino (embriogénesis), en el desarrollo
normal, reproduccidn, reparacion tisular y en la cicatrizacion de heridas (Andrini, 2010). La
angiogénesis es importante durante el desarrollo de diferentes condiciones patologicas. Por
mencionar algunas de ellas, la formacion deficiente de vasos sanguineos puede ocasionar
eventos como el cerebro vascular, infarto al miocardio, desordenes ulcerativas,
neurodegeneracion. Mientras que el desarrollo anormal de vasos sanguineos complica distintas
enfermedades cronicas inflamatorias, como la artritis reumatoide, aterosclerosis, hipertension
pulmonar, cancer y enfermedades oculares. En algunas condiciones patoldgicas como el
crecimiento tumoral, metastasis y enfermedades retinianas tales como: degeneracion macular
asociada a la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro se produce una anormalidad

en el crecimiento y permeabilidad vascular (Jiménez-Andrade y Gonzalez-Espinosa, 2011)

El inicio de la vascularizacién de la retina comienza alrededor de la semana 14 de

gestacion y los fendmenos asociados a la vascularizacion contemplan dos fases:

e En la primera fase denominada vasculogénesis, las células precursoras de origen
mesenquimatoso entran a la retina a través del nervio Optico. Estas células son las
responsables de la formacion de los vasos retinianos principales. Su crecimiento sigue
una trayectoria centripeta, es decir, del nervio Optico hacia la periferia, alcanzando el
borde de la retina nasal entre la semana 32 a la 36 de gestacion y el borde temporal al
momento del nacimiento (Gariano et al., 1996, Hutcheson, 2003).

e En la segunda fase conocida como angiogénesis comienza la formacion de capilares a
partir de los vasos previamente formados. La cantidad de capilares aumenta y se forma
la vasculatura periférica retiniana. Esta fase se lleva a cabo mediante la estimulacion,

proliferacién y migracion de células endoteliales, el rompimiento proteolitico de la



membrana basal endotelial, la degradacion de la matriz extracelular adayacente, el

reclutamiento de células de soporte (pericitos) y finalmente el cierre del proceso vascular

(Figura 4).

Figura 4. Etiologia neovascular de la retina en la degeneracion macular A: retina normal, B:
engrosamiento de la membrana de Bruch y formacion de drusas, C: formacion de un nuevo vaso
sanguineo, D: nuevos vasos sanguineos con fuga de sangre y liquido. Fuente: Gallego-Pinazo
etal., 2012.

La vasculatura retiniana tiene tres caracteristicas que la diferencian del resto de la

vasculatura del cuerpo humano:

1. Tiene una estructura laminar, es decir, que se encuentra localizada a nivel de una capa
especifica del tejido (nuclear, plexiforme y capa de fibras nerviosas).

2. Las laminas vasculares se encuentran distribuidas de una manera desigual. Las capas mas
internas se extienden del nervio Optico hasta la ora serrata, mientras que las mas externas

apenas llegan hasta la media periferia de la retina.



3. No cubre toda la superficie que irriga. Hay partes de la retina que permanecen avasculares
durante toda la vida, como la capa de fotorreceptores, la region foveolar avascular, cerca de

la ora serrata y el area alrededor de los propios vasos sanguineos. (Gariano et al., 1996).

1.1.4.1 Factores pro-angiogénicos o factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son sustancias que promueven la formaciéon de vasos sanguineos.
Al ser secretados por sus células productoras, tienen una actividad autocrina, paracrina y

endocrina (Kvanta et al., 2006).

Existen varios factores de crecimiento, algunos de los cuales tienen el papel de ser
reguladores en la vascularizacion de la retina, tanto en condiciones normales como patologicas.
Entre aquellos que fomentan la formacion de vasos podemos mencionar el factor de crecimiento
endotelial vascular (FCEV o VEGF por sus siglas en inglés vascular endotelial growth factor),
el factor de crecimiento fibroblastico acido y bésico, la angiogenina, el interferon, el factor de
necrosis tumoral alfa, el factor de crecimiento similar a la insulina y el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (Hutcheson, 2003; Yoo et al, 2005; Dorrell et al., 2007).

El EPR produce y secreta una variedad de factores de crecimiento que favorecen la
supervivencia de los fotorreceptores y garantizan una estructura bdsica para la circulacion
optima y suministro de nutrientes. Asi como factores esenciales para el mantenimiento de la
integridad estructural de la retina y la coroides. El EPR es capaz de secretar el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Strauss et al, 2005; Adamins y Shima, 2005;
Wirostko et al., 2008), los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF-1, FGF-2 y FGF-5, el
factor de crecimiento transformante-f§ (Kvanta et al., 2006), el factor de crecimiento insulinico
tipo I (Slomiany et al., 2004), el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor de crecimiento
derivado del cerebro, la neurotropina-3, el factor neurotréfico ciliar, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el factor de crecimiento derivado del epitelio de la lente, varios miembros
de la familia de las interleucinas, quimiocinas, el factor de necrosis tumoral o, factores

estimulantes de colonias.

El factor de crecimiento més estudiado hasta la fecha, por el papel primordial que tiene en

la génesis de enfermedades neovasculares en el cuerpo, es el factor de crecimiento endotelial
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vascular (VEGF), glucoproteina con un peso molecular de 34-46 KDa que en condiciones de
hipoxia y estrés oxidativo es secretada por los pericitos, las células del epitelio pigmentado de
la retina y por las células gliales (células de Miiller) (Klein et al, 1984; Hutcheson, 2003;
Caldwell et al., 2003; Gupta et al.,2005; Dorrell et al., 2007). E1 VEGF estimula directamente
el desarrollo de la vasculatura interna y externa del ojo, ademas actia como un factor de
permeabilidad vascular (Hutcheson, 2003). La familia del VEGF incluye diversos factores:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-A, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el factor de crecimiento
placentario (PIGF). Del VEGF existen al menos 7 isoformas que proceden de patrones
diferentes de uniéon del ARN m del VEGF. Sus isoformas principales con actividad biologica
distintas son la 121, 165, 189 y 206 de las cuales la Vigs es la isoforma predominante. Su
actividad es mediada por dos receptores de membrana ligados a tirosina de alta afinidad: el

receptor VEGFR1 (FLT1) y el receptor VEGFR2 (FL T2) (Figura 5).

El VEGF 65 parece ser la responsable de la neovascularizacion patologica en la retina y
en el resto del organismo bajo condiciones fisiologicas normales. El VEGF 21 parece ser
esencial para la funcion vascular retiniana normal. El VEGF estimula selectivamente a la célula
endotelial a través de dos receptores, el VEGF R-1 y el VEGF R-2, por medio de los cuales se
produce la sefial para la activacion de eventos fisiopatologicos. Se piensa que el VEGF R-2 es
el principal receptor para la sefializacion del VEGF en la angiogénesis (Ferrara ef al., 2003;

Adamis y Shima, 2005).

Tanto el VEGF-B, como el VEGF-D y el PIGF han demostrado estimular la angiogénesis
in vivo. E1 VEGF-A junto con el VEGF-B, el VEGF-E y el PIGF, preferentemente, aunque no
de forma exclusiva, ejercen sus efectos sobre las células vasculares. A este ultimo se le ha
asociado a la arteriogénesis, mientras que el VEGF-C y el D actaa sobre las células endoteliales
linfaticas. E1 VEGF-A, el B y el E estan involucrados en la angiogénesis de células endoteliales
sanguineas, mientras que el VEGF-C y el D actian sobre las células endoteliales linfaticas

(Rojas y Saucedo, 2012).
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Figura 5. Representacion esquematica de la proteina dimérica factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y sus diferentes isoformas (Ustariz et al., 2006).

El VEGF, conocido anteriormente como el factor de permeabilidad vascular (FPV),
constituye un estimulo importante para el desarrollo de la angiogénesis, ya que promueve la
migracion y la proliferacion de la célula endotelial, dos caracteristicas que se requieren para el
desarrollo de nuevos vasos (Ferrera et al., 1992). Ademas, el VEGF incrementa la permeabilidad
vascular, la cual contribuye también a la angiogénesis (Ferrera et al., 2002). Datos recientes
sugieren que el VEGF puede tener también propiedades proinflamatorias. Las células
inflamatorias (leucocitos) pueden producir y liberar VEGF y éste unirse a los leucocitos y éstos

participar en la ruptura de la barrera hematorretiniana (Ishida et al., 2003).

Los mecanismos a través de los cuales el VEGF induce ruptura de la barrera
hematorretiniana son complejos. El VEGF da inicio a la permeabilidad vascular a través de
multiples mecanismos incluyendo la participacion de los leucocitos en la lesion de la célula
endotelial y la formacion de fenestraciones. Numerosos investigadores en el campo de la
angiogénesis creen que la permeabilidad vascular es un precursor y un paso necesario para la
neovascularizacion (Adamis y Shima, 2005). El VEGF al unirse a los receptores de
transmembrana activa una serie de rutas de transduccion de sefiales dando lugar a una serie de

efectos entre los que se incluyen los siguientes.
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e Proliferacion de células endoteliales
e Migracion de las células endoteliales
e Aumento de la permeabilidad vascular de los capilares

e Supervivencia de las células endoteliales inmaduras mediante la prevencion de la

apoptosis.
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Figura 6. Estimulo angiogénico con VEGF: ruptura de la membrana basal, proliferacion celular
endotelial, morfogénesis capilar y neovascularizacion.

El VEGF sirve de regulador en la angiogénesis fisioldgica durante la embriogénesis, el
crecimiento 6seo y las funciones reproductivas. En condiciones fisiologicas, el EPR secreta
bajas concentraciones de VEGF, lo cual impide la apoptosis de las células endoteliales y es
esencial para mantener el endotelio coriocapilar intacto. Ademés el VEGF regula la

permeabilidad vascular y por ende, la estabilizacion de las fenestraciones del endotelio.
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También ha estado implicado en la angiogénesis patologica asociada con tumores y desérdenes
neovasculares intraoculares, entre otros. (Roberts y Palade, 1995; Lu et al., 1998; Strauss et al.,

2005).

1.1.4.2 Factores anti-angiogénicos

Los que inhiben la vascularizacion son el factor de crecimiento transformador beta, el interferén
alfa, la trombospondina, la angiostatina, la endostatina y el factor derivado del epitelio
pigmentado de la retina (PEDF) (Gariano et al., 1996). En el ojo sano, el EPR secreta PEDF, el
cual contribuye en el mantenimiento de la retina y la estructura coriocapilar de dos maneras:
actiia como un factor neuroprotector (Cao et al., 2001; Ogata et al., 2001) y como un factor
antiangiogénico (Strauss ef al., 2005; Adamis y Shima, 2005). En lo particular, el PEDF inhibe
la proliferacion de células endoteliales y estabiliza el endotelio de la estructura coriocapilar,
participando en el desarrollo embrionario del ojo (Jablonski ef al., 2000; Behling ef al., 2002).
En los ratones carentes de PEDF, se ha observado que la vascularizacion retiniana progresa con
mayor rapidez y es mas susceptible a la obliteracion vascular mediada por la hiperoxia (Huang

et al., 2008).

En el ojo sano, el PEDF se secreta en el lado apical del EPR, mientras que la secrecion
del VEGF se lleva a cabo en el lado basolateral. Por lo tanto, el PEDF acttia sobre las neuronas
y los fotorreceptores mientras que la mayoria del VEGF secretado actua sobre el endotelio de
la coroides (Blaauwgeers et al., 1999; Becerra et al., 2004). Si bien se ha descrito que la
sobreproduccion de VEGF juega un papel esencial en el desarrollo de la retinopatia diabética
proliferativa y que tanto el VEGF como las citocinas proinflamatorias participan en el desarrollo
del edema macular diabético, el equilibrio entre factores pro-angiogénicos (VEGF) y anti-
angiogénicos (PEDF) resulta de suma importancia en el desarrollo de alteraciones retinianas

(Thebault et al., 2011).
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I.1.5 Patologias retinianas y tratamientos
I.1.5.1 Patologias retinianas

La degeneracion retiniana se define como el deterioro de la retina causado por la muerte
progresiva de sus células. Existen diversas causas que puede conducir a esta degeneracion como
la diabetes mellitus, el envejecimiento, la exposicion a la radiacion solar, la prematuridad en el
nacimiento, la hipertension o una enfermedad, generalmente hereditaria, como es el caso de la

retinosis pigmentaria (Martinez, 2015).

En los ultimos afios, diversas anomalias, tanto en la estructura como en la funcion
secretora del EPR se han encontrado en relacion con patologias de la retina. Por lo general, en
condiciones naturales existe un equilibrio entre las moléculas promotoras y las inhibidoras de
la angiogénesis. Sin embargo, cuando estas condiciones son alteradas, como sucede durante los
episodios de hipoxia, estrés oxidativo o inflamacion, este equilibrio se rompe inclinando la
balanza hacia la formacion de vasos anormales. La angiogénesis patoldgica en el ojo puede
conducir a un deterioro visual grave. La angiogénesis ocular puede ocurrir en la retina, la

coroides y la cornea. (Hutcheson, 2003; Kvanta et al., 2006).

Las enfermedades retinianas y coroideas son las causas principales de ceguera en el
mundo. Se manifiestan a través de una permeabilidad vascular aumentada y crecimiento
anormal de vasos sanguineos. La angiogénesis es la responsable directa de estos trastornos vy,
por ende, de la pérdida visual. Algunos ejemplos importantes de estas patologias son la
retinopatia diabética, el edema macular diabético, la degeneracion macular relacionada con la
edad, las alteraciones secundarias a las oclusiones vasculares retinianas y la retinopatia del
prematuro, entre otras. (Schlingemann y Van Hinsbergh, 1997; Kowanetz y Ferrara, 2002)
(Figura 7). Los pacientes con neovascularizacion coroidea tienen niveles elevados de factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y niveles por debajo de lo normal del factor derivado

del epitelio pigmentario (PEDF) (Pardo, 2011).
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Figura 7. Neovascularizacion patolégica: VEGF como mediador de las enfermedades.

Degeneracion macular relacionada o asociada a la edad (DMRE)

Es la pérdida visual producida como consecuencia de drusas, atrofia geografica del epitelio
pigmentario (forma seca o atréfica) o neovascularizacion coroidea (forma himeda o exudativo-
hemorragica), en individuos con edades superiores a los 50 afios (Araiz, 2005). Se caracteriza
por alteraciones degenerativas progresivas en la retina del area macular y suele aparecer hacia
la quinta década de la vida. Los sintomas de esta patologia son: disminucién de la agudeza visual

central, escotoma central (un punto ciego en el campo visual) y metamorfopsia (distorsion de la



imagen). Es una patologia con tendencia a la bilateralidad, aunque el grado de afectacion de

cada ojo puede ser asimétrico (Pardo, 2011).

Esta enfermedad lleva como caracteristicas que incluye angiogénesis coroidea, disfuncion
de fotorreceptores, disfuncion del epitelio pigmentario de retina o incluso la muerte, y/o dafio
de la membrana de Bruch. La angiogénesis coroidea se asocia con mayor fragilidad vascular
dependiente de VEGF y permeabilidad, lo que resulta en hemorragia subretinal, deposicion de
lipidos, exudacion de fluidos, desprendimiento de epitelio pigmentario de retina y cicatrices
fibroticas. La DMRE es una enfermedad multifactorial causada por combinaciones del

envejecimiento y factores genéticos, ambientales e inmunolégicos (Valverde, 2013).

Retinopatia Diabética (RD)

La diabetes mellitus es un problema de salud publica mundial. En el afio 2003 casi 189 millones
de personas en todo el mundo eran diabéticos y se estima que para el 2030 la cifra aumente a
366 millones. En México se ha identificado como un problema de salud ptblica de alta prioridad
existiendo entre 12 a 14 millones de personas diabéticas. Esta enfermedad presenta
complicaciones sistémicas multiples siendo la retinopatia diabética frecuente hasta en el 40%
de todos los afectados de diabetes, causa principal de ceguera legal y debilidad visual en la
poblacion econdmicamente activa (Amos et al., 1997 Zimmet et al., 2001; Prado-Serrano et al.,

2009).

Esta complicacion se caracteriza por ser una microangiopatia que produce dilataciones en
los capilares (llamados microaneurismas) que producen los primeros cambios oftalmologicos.
Ademas existe oclusiones microvasculares, neovascularizaciéon, dafio de la barrera
hematorretiniana, hemorragias, edema intrarretiniano, y fenomenos exudativos que determinan
la gravedad y severidad de la enfermedad. El edema macular manifestacion importante de esta
retinopatia es la principal causa de ceguera legal en pacientes diabéticos (Prado-Serrano ef al.,

2009).

Al igual que en la DMRE el factor pro-angiogénico VEGF se encuentra en altos niveles
el cual estd asociado con inflamacion y angiogénesis patologica. La expresion aumentada de

este factor se detecta en el vitreo de pacientes diabéticos. El VEGF promueve la migracion y
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adhesion de leucocitos a células endoteliales vasculares, y aumenta la permeabilidad vascular
intraocular y la angiogénesis, lo que puede conducir a la aparicion y progresion de retinopatia y
desarrollo de angiogénesis del iris. EIl VEGF estimula al epitelio pigmentario de retina y a las
células endoteliales a secretar citoquinas, incluyendo la proteina quimiotactica monocitica-1
(MCP-1) e IL-8, para promover la migracion y adhesion de leucocitos a los endotelios y para
promover la angiogénesis patoldgica. La acumulacion de leucocitos contribuye al aumento de
la permeabilidad vascular y la angiogénesis, dando lugar a la aparicion y progresion de

retinopatia diabética.

Retinopatia Pigmentaria

La retinosis pigmentaria (RP) es la principal causa genética de ceguera en los  paises
desarrollados constituyendo el 85-90 % de las distrofias hereditaria de retina (Ayuso y Millan,
2010) y tiene una prevalencia mundial de 1 por cada 4.000 individuos (Anasagasti et al., 2012).

La RP es una enfermedad con un desarrollo lento y progresivo en el que la funcion de
los fotorreceptores va disminuyendo con los afios. Comienza con la degeneraciéon de los
bastones debido al defecto genético y con el tiempo degeneran también los conos que no pueden
sobrevivir mucho tiempo sin el microambiente dominado por los bastones. La muerte de estos
conos es el principal problema porque provoca la pérdida de la vision central. Aunque es una
enfermedad de origen genético, en los Ultimos afios se ha puesto de relevancia la implicacion
del estrés oxidativo y la inflamacién en la progresion de la enfermedad (Punzo ef al., 2012;

Yoshida et al., 2012; Athanasiou et al., 2013).

I.1.5.2 Tratamientos antioxidantes y antiangiogénicos

En los ultimos afios se han realizado varios ensayos en pacientes y en modelos animales que
evaltan la efectividad de terapias antioxidantes como la suplementacion con antioxidantes o la
modulacién de la maquinaria antioxidante endogena. Los antioxidantes dietarios vitamina C,
vitamina E y los carotenoides proporcionan un sistema antioxidante integrado con el glutation
para la eliminacion de los radicales libres y la proteccion del dafo oxidativo (Lebold y Traber,

2014).
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La luteina y la zeaxantina son excelente secuestradores del oxigeno singlete; sus
capacidades son superiores a a-tocoferol. La funcioén antioxidante de estos carotenoides en la
proteccion al EPR de la foto-oxidacion es por dos mecanismos diferentes: el bloqueo de la luz
azul dafiina y extincion de especies reactivas del oxigeno. También se sabe que la luteina y la
zeaxantina dietética juegan un papel importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria.
La suplementacion de estos carotenoides en el EPR protege al proteoasoma de la inactivacion y
atentia los cambios en la expresion de estos genes relacionados con la inflamacion. Este puede
ser uno de los mecanismos por los que la luteina y la zeaxantina dietética modulan ocular y la

inflamacion sistémica una reducir el riesgo de degeneracion macular edad (Bian ef al., 2012).

El aumento en la ingesta dietética de uvas o de luteina / zeaxantina es suficiente para evitar
la oxidacion del EPR, el dafo al citoesqueleto, y la pérdida de la vision. Esto sugiere que la
pérdida de la funcién de los fotorreceptores se produce como consecuencia del dafio oxidativo
al EPR. La falta de un beneficio en la funcién normal de la retina sugiere que estos antioxidantes
dietarios previenen la pérdida de la vision especificamente causada por el patologico estrés
oxidativo mas que la mejora de la funcion visual de forma independiente. E1 EPR humano
acumula dafio oxidativo con la edad y en las personas con alta carga oxidativa, como los
fumadores, tienen un mayor riesgo de desarrollar una degeneracion macular. El aumento a largo
plazo de la ingesta de antioxidantes por la dieta probablemente reduce el dafio oxidativo al EPR
en el ojo humano y puede retrasar la aparicion de la deficiencia visual relacionada con la edad

(Yuet al., 2013).

Los antioxidantes mas abundantes en la dieta son los polifenoles. Estos proporcionan
recursos valiosos a la medicinas natural contribuyendo a la prevencion y/o tratamiento de
enfermedades degenerativas (por ejemplo enfermedades cardiovasculares y cancer) (Forman et
al., 2014). Los polifenoles (flavonoides) brindan proteccion a las células y tejidos, siendo sus
efectos antioxidantes bien establecidos en modelos in vitro o en animales. La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se asocia principalmente con tres procesos: 1) los
aumentos de los niveles de GSH intracelular; 2) el bloqueo de la entrada del Ca?; 3) el secuestro
de radicales libres y especies reactivas, junto con la inhibicion de la formacion y propagacion

de reacciones de radicales libres a través de la quelacion de iones de metales de transicion (Rice-
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Evans et al., 1996, Sanchez-Gallego et al., 2010). Por lo tanto, el descubrimiento de polifenoles

especificos con mejor eficacia y potencia antioxidante seria ttil para aplicaciones clinicas.

Los polifenoles que actian como potentes antioxidantes in vitro, se conoce actualmente
que inducen sistemas enzimaticos in vivo. Investigaciones recientes muestran que compuestos
fendlicos y algunos otros fitocompuestos, mas que actuar como antioxidantes quimico in vivo
generan sefiales para la induccion de enzimas protectoras e incrementan sus niveles a través de
las vias de transduccion de senales alterando la expresion de genes, particularmente el factor
nuclear erythroide 2 (Nrf2) (Bian et al., 2012; Forman et al., 2014). Algunos compuestos
aromaticos que inicialmente se pensé que actuaban como antioxidantes secuestradores de
radicales libres también inducen estas enzimas mediante la transcripcion de estos genes. El
metabolismo o ciclaje redox de compuestos fendlicos generan quinonas (electrofilos) y H2O»

que pueden activar el elemento de respuesta electrofilica (EpRE o ARE) (Forman et al., 2014).

En las tres 0ltimas décadas el conocimiento de la angiogénesis ha cambiado. El concepto
de manipulacion del lecho vascular con base en la estimulacion e inhibicion de neovasos dio
inicio a la terapia antiangiogénica como un nuevo enfoque en el tratamiento del cancer y en las
enfermedades de neovascularizacion retiniana y coroidea. Los avances en tratamientos
oncologicos con moléculas antiangiogénicas han facilitado resultados significativos en el

tratamiento de la degeneracion macular asociada a la edad. (Ustrariz-Gonzales et al., 2006).

El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) (citocina soluble que favorece
la angiogénesis y aumenta la permeabilidad vascular) desempefia un papel importante en la
formacion de neovasos, por lo que distintos farmacos van dirigidos contra el VEGF. Hasta el
momento actual el tratamiento antiangiogénico se basa en el uso de agentes terapéuticos
conocidos como aptameros y anticuerpo monoclonal recombinante humanizado (Van

Wijngaarden et al., 2005).

Los aptameros son oligonucledtidos sintéticos unido a dos cadenas de polietilenglicol que
adoptan una conformacion tridimensional especifica que les permite unirse con alta afinidad y
especificidad a un amplio rango de blancos moleculares, incluyendo las proteinas. Es una
proteina “apta” (aptdmera o “adecuada a la zona”) que se une especificamente a la isoforma 165

del VEGF, bloqueandolo, impidiendo su interaccion con los receptores de superficie de las
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células endoteliales. Este farmaco anti-VEGF (inyeccion intravitrea) esta indicando en el
tratamiento de la DMAE neovascular y presenta una elevada afinidad, selectividad, no es
inmunogénica, ni toxica, comercialmente se conoce como Pegaptanib de sodio (Macugen®)

(Tesis de medicamentos antiangiogénicos DMAE) (Ciulla et al., 2009; Pardo, 2011).

Otro farmaco anti-angiogénico es un anticuerpo monoclonal humanizado IgGl
(Bevacizumab o Avastin®), anticuerpo resultante de un solo clon de células plasmaticas. Se
desarroll6 para inhibir la vascularizacion de los procesos de crecimiento tumoral. Es capaz de
inhibir todas las isoformas biologicamente activas del VEGF-A. El peso molecular de

bevacizumad es de 148 kD, tres veces mayor (menor penetracion en las capas de la retina) que

ranibizumad (anticuerpo humanizado Fab) (Tabla 1) (Pardo, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas de farmacos anti-VEGF.

Pegaptanib Ranibizumab Bevacizumab
Dosis 0.3 mg 0.5 mg 1.25-2.5 mg
Via de Intravitrea Intravitrea Intravitrea
administracion

Pauta posologica
de inicio

Mecanismos de

accion

Caracteristicas
diferenciales

Coste* deuna d

Cada 6 semanas x 2
dosis

Oligonucleotido
modificado y
pegilado con alta
afinidad hacia
VEGF165

No anticuerpo
Inhibe la isoforma
VEGF165 del
VEGF-A

Indicado en todos

los tipos
angiograficos

600.58

Cada 4 semanas x 3
dosis

Anticuerpo anti
VEGF-A
Fragmento Fab
Inhibe todas las
isoformas del
VEGF-A

En funcién de datos
aportados por
ensayos clinicos
presenta mayor
eficacia clinica que
pegaptanib

918.18

Cada 4/6 semanas x
3 dosis

Anticuerpo anti
VEGF-A
Forma completa
Inhibe todas las
isoformas del
VEGF-A

No indicado para
DMAE humeda.
Dosis y pauta
variable en funcion
de la bibliografia
consultada

11.48
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Recientes estudios indican como una alternativa posible el uso del Fucoidan un
polisacérido extraido de las algas pardas por su capacidad de reducir la expresion y secrecion
del VEGF, asi como también la angiogénesis inducida por este factor en varios modelos in vitro
de células del EPR (Dithmer et al., 2014). De igual manera se ha reportado que el resveratrol
(compuesto fenolico de las uvas) protege las células del EPR contra el dafio del estrés oxidativo
a través de la estimulacion bioenergética mitocondrial. EI mismo mecanismo asociado a la
proteccion del resveratrol contra el desarrollo de la neovascularizacidon coroidea promovido por

el humo del cigarro (Sheu et al., 2013).

1.2 Modelos celulares en patologias asociadas al epitelio pigmentario de retina (EPR)

La capacidad de transformacion de la densa monocapa de células no proliferativas del EPR en
otros tipos de células varia dentro de los vertebrados. En vertebrados inferiores la habilidad de
regenerar la retina via transdiferenciacion es de por vida. A diferencia de algunos mamiferos
donde esto es solo posible durante el periodo embrionario dado la plasticidad conservada del
EPR en la etapa adulta y que resulta responsable de una variedad de patologias oculares

(Thebault, 2011).

El dafio al EPR en humanos inicia un proceso de transdiferenciacién que involucra pérdida
del pigmento de células del EPR, proliferacion, migracion y diferenciacion a diferentes tipos de
células, pero falla en producir una nueva retina funcional. En casos patologicos las células del
epitelio pigmentario a menudo transdiferencian no a células neural retinal (proceso fisiologico)
sino a c¢lulas fibroblasticas (DMAE-exudativa). En patologias tales como la vitreo-retinopatia
y la retinopatia diabética proliferativa, las células transformadas del EPR contribuye a la
formacion de membranas epiteliales con el consecuente deterioro visual. Los cambios fenotipos
en las cé¢lulas del EPR bajo condiciones patoldgicas son referidos como metaplasia,
transformacion, transdiferenciacion epitelial-mesenquimal o transicion epitelial-mesenquimal.
Los cambios fenotipicos y las vias para regular las variaciones fibréticas en estados patologicos

son evaluados en modelos celulares.
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I.2.1 Fuentes de células del EPR

Existen dos fuentes principales de células del EPR para experimentos en modelos in vitro:
c€lulas primarias y lineas celulares continia obtenida como resultado de la transformacion

espontanea e inmortalizacion de células.

- C¢élulas primarias o cultivos primarios: Provenientes de bancos de ojos donde las células
del EPR son aisladas directamente de ojos cadavéricos o disponibles de laboratorios de
investigacion. Ademas, donde no existe bancos de ojos humanos las células primarias
de EPR son obtenidas de ojos de vacas, cerdos, conejos, ratas y otros animales. Los
procedimientos para aislar las células del EPR comprende la separacion del vitreo y
retina neural de la retina, la disociacion de fragmentos de EPR con soluciones
enzimaticas en diferentes regimenes de incubacion seguida de centrifugacion y re-

suspension.

A diferencia de las lineas celulares continuas, las células primarias de EPR son
relativamente heterogéneas, exhiben variabilidad entre donadores y pueden expandirse bajo un
limitado niimero de pasajes. Un subcultivo de células de EPR alcanza una falla replicativa
después de 15 duplicaciones de su poblacion. Es bien conocido que el envejecimiento celular
detiene la division, lo cual esta dado por alteraciones en la expresion de genes (Martinez-Carpio

et al., 2003).

Lineas celulares continuas: Existen una variedad de lineas celulares continuas del EPR
que incluyen lineas humanas (Tabla 2) y linea celular de rata (EPR-J) las cuales son disponibles
de compaifiias biotecnoldgicas, en particular la Coleccion de Cultivo Americana (ATCC). La
principal ventaja de estas lineas es que se pueden subcultivar méas de 100 pasajes. Ademas
presentan una composicion celular uniforme, aunque estas lineas pueden perder algunas

propiedades del material celular inicial (Garcia et al., 2011; Thebault, 2011).
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Tabla 2. Lineas celulares humana del epitelio pigmentario de retina (EPR) (de acuerdo a
Mannermaa, 2010).

Linea celular ‘ Fuente | Referencias
Lineas celulares espontaneamente transformada
H80HrPE-6 Creada por Goro Eguchi usando células EPR de una | Tsonis ef al., 2001
persona de 80 anos
ARPE-19 Derivada en 1986 por Amy Aotaki-Keen de ojos | Dunn et al., 1996

normales de un hombre de 19 afos quien murié de | ATCC CRL-2302
un trauma craneal en un accidente vehicular

D407 Derivada del ojo de un nifio de 12 afios Davis et al., 1995.
RPE-340 Derivada en 1989 del ojo de un nifio de 1 afio | Matsunaga et al.,
muerto de un trauma 1999.

Lineas celulares inmortalizadas

hTERT RPE-1 | Generada por transfeccion de la linea celular del | Rambhatla et al.,
EPR-340 con un plasmido expresando la subunidad | 2002; ATCC CRL-
humana de la telomerasa reverso transcriptasa | 4000

(hTERT)
h1RPE-7 Generada por transfeccion de la linea celular del | Lund ef al., 2001.
h1RPE-116 EPR de una donadora de 50 afos con un plasmido

codificando al antigeno SV40

1.2.2 Propiedades de las lineas celulares y condiciones del cultivo

- H80HrPE-6: Esta linea celular de EPR creada por Goro Eguchi a partir del ojo de un
hombre de 80 afios es util para investigar la regeneracion de lentes por células del EPR
humanas (Tsonis et al., 2001; Sommer 2006).

- ARPE-19: En la pasada década la linea celular ARPE-19 fue la més popular en las
investigaciones con c¢lulas del EPR. Presenta un cariotipo visual normal y expresa
marcadores especificos del EPR, de la proteina de 65 kDa (EPR65) y de la proteina de
unién al retinaldehido (CRALBP). Las propiedades de esta linea dependen de las
condiciones de cultivo y la forma en que las células son mantenidas y subcultivadas.
Originalmente las células ARPE-19 a pasajes 15 al 20 produce una monocapa epitelial
uniforme con morfologia tipica de adoquin, pero con subcultivos adicionales cambia a
una mezcla heterogénea de células elongadas y poligonales. En cultivos a largo plazo

membranas transversales de las células forman una monocapa polarizada. El cultivo de
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ARPE-19 han sido ampliamente usado en estudios del estrés oxidativo, patogénesis
retinal, vias de sefalizacion y ensayos de toxicidad (Dunn ef al., 1996; Ma et al., 2007;
Mannermaa, 2010).

D407: Esta linea presenta caracteristicas tipicas del EPR incluyendo morfologia de
adoquin o empedrada, fagocitosis de segmentos externos de fotorreceptores y expresion
de proteina CRALBP y citoqueratinas tipica del EPR. Desafortunadamente estas células
no polarizan en cultivo y no sintetizan pigmento (Geisen et al., 2006; Mannermaa, 2010)
RPE-340: Estas células originalmente tienen morfologia epitelial en cultivo, pero su
capacidad replicativa sobre pasajes en serie es limitada y senescen después de 50-60
duplicacion de poblacion. Las células RPE-340 transfectada con hTERT tienen una
extension en su durabilidad (Bodnar et al., 1998; Rambhatla ez al., 2002).

hTERT RPE-1: Es una linea celular diploide de una mujer con un nimero cromosoma
modal de 46 en el 98% de las células contadas. Ha sido usada en estudios sobre la
inactividad del cromosoma X, la cual provee un excelente modelo de regulacion
epigendmica (Chadwick et al., 2007; Culver-Cochran et al., 2012).

h1RPE (-7 y -116): Estas células tienen morfologia epitelial con microvellosidades
apical, pero fallan en desarrollar resistencia eléctrica transepitelial por encima de 30-40

Q cm2 bajo condiciones normales de cultivo. Han sido usadas en pocos estudios (Lund

et al., 2001; Costable et al., 2006).

La diferenciacion celular en el cultivo depende de un numero de factores incluyendo la

composicion del medio y el sustrato de crecimiento. Una variedad de condiciones de cultivo han

sido usadas en los estudios sobre células del EPR. El rango de medio usado en los cultivos de
EPR incluye Iscove medio modificado de Dulbecco (IMDM), medio esencial de Chee (CEM).
Alfa modificado medio de Eagle (MEM), medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) alto
en glucosa y DMEM/F12. El medio base para células D407 y ARPE-19 son DMEM alto en

glucosa y DMEM/F12 respectivamente. Ademas diferentes suplementos son usados para

mejorar el crecimiento y propiedades delas células del EPR. La proporcion de suero adicionado

al medio varia del 1 al 20% y diferentes concentraciones de glucosa también ha sido evaluada.

Los suplementos tipicos adicionados en cultivos primarios de EPR incluyen factor de

crecimiento de fibroblasto basico y optimizadas mezclas comerciales.
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Dentro de los sustratos de crecimiento se han usado ampliamente matrices con proteinas
de colageno y laminina dado que la membrana de Bruch contiene estas proteinas y son
esenciales para la polarizacion de las células del EPR. Ademas sean empleado membranas
biologicas, como la membrana amniotica (Chang ef al., 1997; Sonoda et al., 2009; Milyushina

et al., 2011; Kuznetsova et al., 2014).

1.2.3. Ventajas y desventajas de los cultivos celulares

Los cultivos de células del EPR humano proveen la posibilidad de analizar en detalle su
morfologia, funciones y propiedades moleculares y gendémica bajo condiciones normales y
patologicas, las cuales son muy dificiles de evaluar in vivo. Las células del EPR no son uniforme
aun in situ, forman un heterogéneo mosaico de similar pero no idénticas células, in vitro pueden
activar el ciclo celular, alterar la diferenciacion, senescer, y experimentar apoptosis (Grisanti et
al., 1995; Amemiya et al., 2004). En condiciones de cultivo con determinados componentes en

el medio se puede tener efectos sobre su diferenciacion y viabilidad (Tezel, 1997).

El cultivo celular es un sistema artificial que presenta algunas desventajas. A diferencia
de las células in vivo, los cultivos celulares carecen de su microambiente nativo tridimensional.
Las limitaciones adicionales del uso de los cultivos de células del EPR aumentan debido a la
inestabilidad genética de las lineas celulares continuas como resultado de su inestable
constitucion cromosdmica aneploide y la heterogeneidad de los cultivos en términos de
velocidad de crecimiento y capacidad de diferenciacion intra-poblacion, con la consecuente

variacion en sus propiedades entre pasajes (Cai ef al., 20006).

A pesar de todas estas limitaciones, los cultivos celulares retienen muchas funciones
especializadas y las lineas celulares se han convertido en una herramienta importante en el
estudio sobre el epitelio pigmentario de retina. La principal ventaja de las lineas celulares es que
retienen sus caracteristicas sobre un determinado niimero de pasajes y poseen tiempos largos de
supervivencia comparado a los cultivos primarios. Ademds muchas lineas celulares son
homogéneas en gran extension, mientras que los cultivos primarios exhiben heterogeneidad y

variabilidad individual entre donadores (Salero et al., 2012).
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1.2.4. Propésitos del cultivo de células humanas del EPR

Dependiendo del objetivo o enfoque de la investigacion, las células humanas del epitelio
pigmentario de retina son cultivadas para obtener: una monocapa funcional altamente polarizada
de c¢lulas diferenciadas o una monocapa adhesiva de desdiferenciada células sobre un sustrato
solido (Kuznetsova et al., 2010). En el caso de cultivar células de EPR bajo condiciones de una
monocapa funcional altamente polarizada se obtiene un cultivo con propiedades caracteristicas
de un tejido nativo. Incluyendo -caracteristicas morfologicas (microvellosidad apical,
invaginacion basal, uniones estrechas (tight junctions) bien definidas y destacada
pigmentacion), expresion de proteinas especificas y pardmetros fisioldgicos (Sonoda et al.,

2009; Ablonczy et al., 2011).

Los cultivos monocapa polarizados son usados como un modelo para analizar las
propiedades y funciones caracteristicas de EPR nativo. Dado que los disturbios de la
polarizacion del EPR juegan un rol principal en la patogénesis de varias enfermedades retiniana,
la simulacion de disfuncion de cultivos de EPR provee la posibilidad de evaluar la habilidad del
EPR de recuperarse bajo condiciones patoldgicas y evaluar in vitro los efectos de nuevos
medicamentos. Los cultivos de EPR polarizados derivados de donantes entre 9-24 afios han sido
usados para estudiar la secrecion polarizada de interleucinas 6 y 18, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y el factor derivado del epitelio (PEDF) (Holtkamp et al., 1998;
Ohno-Matsui et al., 2001).

Los cultivos celulares de EPR como monocapa adhesiva sobre un sustrato sélido son
usados en estudios de cambios fenotipicos evaluados por métodos morfologicos y moleculares.
Se ha demostrado que las células del EPR en tales cultivos pierden gradualmente la polaridad y
el contacto especializado célula a célula caracteristicos del epitelio y adquieren ciertos rasgos
tipicos de células mesenquimales. Los cambios similares tienen lugar in vivo durante la
transicion epitelial-mesenquimal. Como resultado, los cultivos en monocapa adhesiva pierden
poco a poco las caracteristicas epiteliales como la polaridad y marcadores especificos
(pigmentacion, expresion de cadherina-E, citoqueratinas) y adquieren propiedades migratorias
y mesenquimales tales como expresion de colageno tipo I y fibronectina, aspectos similares a

los cambios in vivo de las células EPR bajo condiciones patoldgicas.
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1.3. Métodos de induccion al reto oxidativo con H202

El peréxido de hidrogeno es un constituyente fisiologico de las células y continuamente es
producido por diversas vias celulares. El H>O; es una molécula pequefia, sin carga que
facilmente atraviesa las membranas celulares y se localiza en multiples compartimentos sub-
celulares. La concentracion intracelular del H>O» es estrechamente controlada por varios
sistemas de defensas enzimaticos y no enzimaticos y se asume que varia entre 1-700 nM.
Concentraciones intracelulares en estado estacionario por encima de 1 uM son consideradas que

causan estrés oxidativo induciendo paradas celulares y muerte celular (Gulden ef al., 2010).

Numerosos estudios han analizado la respuesta de los cultivos celulares al H>O> cuando
es adicionado al medio de cultivo como simple o repetidos pulsos (Kaczara et al., 2010; Sobotta
et al., 2013; Pickering et al., 2013; Panieri et al., 2013; Zhang et al., 2014). Usualmente el
proposito de estos experimentos es investigar la respuesta celular al estrés oxidativo como puede
ocurrir naturalmente en condiciones de patologias cronicas. Muchos de estos estudios han sido
conducidos por adicion de H>O> diluido al medio de cultivo celular (tratamientos por pulsos)
asumiendo que estos al menos parcialmente mimetizan condiciones y respuestas que pueden

ocCurrir in vivo.

Debido a que el H20> es generado continuamente in vivo a niveles de “estado estacionario”
fluctuante alrededor de las concentraciones submicromolar (Gardner et al., 1997; Sobotta et al.,
2013), la exposicion celular a un persistente flujo de H.O» representa un método de liberacion
que se asemeja a condiciones fisiologicas. Situaciones in vivo pueden ser mejor representadas
por prolongadas exposiciones (varias horas) a concentraciones muy bajas (en el rango de bajos
micromolares o submicromolar) del H2O2 exdgeno. Una alternativa a la inestabilidad de los
tratamientos en pulso es el método acoplado a una enzima/sustrato que permite la generacioén
extracelular continua del H>O,. Los métodos de glucosa/glucosa oxidasa y xantina/xantina
oxidasa han sido usados para la generacion continua del oxidante en lineas celulares (Kaczara
et al., 2010; Panieri et al., 2013). El H2O2 exdgeno es degradado por catalasa y peroxidasas
celulares. Un sistema acoplado a dos enzimas: glucosa oxidasa/catalasa (GOx/CAT) permite la

exposicion a un “estado estacionario” con niveles bajos de produccion del H2O» (Sobotta ef al.,

2013).
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El tratamiento con peroxido de hidrégeno sobre cultivos celulares es un modelo
comunmente empleado para evaluar la susceptibilidad al estrés oxidativo o la eficiencia
antioxidante en diferentes tipos de células que estan en riesgo alto de dafo oxidativo, tales como
las células del epitelio pigmentario de la retina. E1 H2O» es utilizado en muchas investigaciones
de estrés oxidativo en el cual el agente oxidante ha sido adicionado al medio de cultivo de la

inmortalizada linea celular del EPR (Kim et al., 2003; Kaczara et al., 2010; Zhang et al., 2014).

1.3.1. Métodos de adicion al medio o pulso

En modelos experimentales usados para investigar las funciones fisioldgicas y efectos toxicos
del H2O», los cultivos celulares son expuestos a adiciones de H>O2 como pulsos o bolos al medio
de cultivo. En estos modelos una substancial variacion en las concentraciones toxicas de H2O2
pueden ser encontradas, variando desde < 10 pM hasta > 1000 uM. En lineas celulares de
mamiferos en cuanto al perfil de respuesta al H>O» se ha encontrado que muy bajos niveles (3 a
15 uM) causan estimulaciéon al crecimiento, intermedios niveles (120 a 150 pM) inducen
paradas de crecimiento temporales, altas concentraciones (250 a 400 uM) causan paradas de
crecimiento permanentes y concentraciones elevadas (> ImM) produce muerte celular. Aunque
las concentraciones citotoxicas de H>O» aplicadas in vitro en muchos casos son

considerablemente superiores a las concentraciones intracelulares (Gulden et al., 2010).

La respuesta de las células a una exposicion al oxidante aguda (sola dosis alta) o cronica
(repetidas dosis bajas o moderadas) es completamente diferente. Dependiendo del dafio
oxidativo, la exposicion aguda puede provocar una serie de mecanismos intracelulares de
defensa antioxidante que neutralice el dafio causado, pero si no es suficiente las células pueden
morir por apoptosis o necrosis dependiendo de la extension del dafio oxidativo. La adicion
exogena del H,O; tiene un corto tiempo de vida media debido a su rapida degradacion por

enzimas o su descomposicion en presencia de metales (Qenaei ef al., 2014).

Muchos estudios conducidos por adicion de H2O; diluido al medio de cultivo celular
(tratamientos por pulsos o bolos) asumiendo que estos al menos parcialmente mimetizan
condiciones y respuestas que pueden ocurrir in vivo. Sin embargo muchas veces no queda claro

que extension del tratamiento a pulso puede mimetizar situaciones fisioldgicas relevantes. El
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efimero tiempo de exposicion de las células a elevadas concentraciones de perdxido de
hidrogeno en los experimentos en bolos puede ser algo atipico a lo que ocurre in vivo. Pocas
investigaciones monitorean la cinética de degradacion del perdxido de hidrogeno y toman en

cuenta esa informacion para la interpretacion de los resultados.

Estudios sobre la transitoria adaptacion al estrés oxidativo han involucrado experimentos
limitados a una exposicion simple aguda. Aunque es mas representativo del estrés oxidativo real
repetidas exposiciones a bajas concentraciones del oxidante lo cual incrementa la tolerancia al

estrés oxidativo dado a los cambios en la actividad del proteosoma (Pickering et al., 2013).

En exposiciones cronicas los mecanismos de defensa antioxidantes de las células se
alteran como consecuencia de las repetidas exposiciones al oxidante, usualmente provocando el
desarrollo de una serie de respuestas adaptativas que son distintas a la exposicion aguda. Debido
a estas respuestas adaptativas las células pueden resistir dosis toxicas altas del agente oxidante
que pudieran de otra forma ser letales. Los sistemas vivos pueden transitoriamente adaptarse a
cambios temporales en los niveles de estrés a través de una combinacion directa de
activacion/desactivacion de enzimas y alteracion en los niveles de expresion de genes. Esta

transitoria adaptacion es llamada hormesis (Pickering et al., 2013).

En células embrionarias de fibroblastos de raton (MEF) repetidas exposiciones con H>O»
parecen evitar la respuesta adaptativa al estrés si el intervalo entre exposiciones es demasiado
corto y/o el nivel del perdxido es muy alto en cada contacto. Por el contrario, exposiciones
repetidas de H>O» a intervalos de 12 h, especialmente a bajas concentraciones del oxidante
potenciaron positivamente las adaptaciones al estrés y extendieron el periodo de proteccion. Las
exposiciones cronicas a bajos niveles del oxidante pueden potenciar y extender las respuestas
adaptativas, pero exposiciones cronicas a altos niveles del oxidante evitan la adaptacion

(Pickering et al., 2013; Sobotta et al., 2013).

1.3.2. Métodos enzimaticos extracelulares de generacion del H20:

Aunque la adicion de H2O; a los cultivos celulares es un modelo comun de induccién del estrés,
su concentracion en el medio durante el periodo de tratamiento es usualmente no determinado

o controlado. Sin embargo la concentracion es de significancia porque los efectos del H2O2 son
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dependientes de la concentracion y determinan el rango de sefalizacion fisioldgica. Los métodos
de generacion enzimatica son una alternativa de generacion continua del peroxido de hidrégeno
que pueden ser usados en cortos tratamientos en cultivos celulares. Ademads las sostenidas
concentraciones del H>O» han sido logradas por largos periodos de tiempos. Los métodos de
glucosa/glucosa oxidasa (GOx) y xantina /xantina oxidasa (XO) han sido empleados para la
generacion continua del oxidante en lineas celulares y constituyen condiciones fisiolégicamente
mas relevantes que los que resultan de una simple adicion de alta concentracion de H»O»,
especialmente para modelar un estrés oxidativo cronico (Kaczara et al., 2010; Panieri et al.,

2013).

El método de GOx es usado para la generacion continua del H2O2 en modelos in vitro y
estudios in vivo. La oxidacion de la glucosa contenida en el medio DMEM (4 mg/mL) en
presencia de GOx inicia la generacion de H>O» y acido gluconico en funcidon de la concentracion
de la enzima (Kaczara et al., 2010; Sobotta et al., 2013; Gonzalez-Ramos et al., 2013).
Alternativamente xantina oxidoreductasa convierte la xantina e hipoxantina a 4cido trico con la
generacion simultanea del anion superoxido, el cual se convierte a H2O» espontdneamente o
catalizado por la superdxido dismutasa. Una concomitante produccion de anion superdxido y
perdxido de hidréogeno ha sido reportado para este sistema enzima-sustrato, aunque la restriccion
impuesta a la carga negativa del anion superdxido limita su difusion a través de la membrana

(Shaeib et al., 2013; Panieri et al., 2013).

Existen varias razones por las cuales GOx es una fuente de H>O» segura para la aplicacion
en los cultivos celulares, a diferencia a otras oxidasas como la xantina oxidasa, glucosa oxidasa
exclusivamente convierte el oxigeno a H>O» en relacion estequiométrica simple (1:1), GOx
genera continuamente bajos niveles de H>O» solamente (ninguna otra EROs) de su sustrato
glucosa, su producto D-glucunolactona es metabolicamente inerte, GOx funciona bien a pH
fisiologico de 7.4, presenta una alta especificidad por su sustrato, es estable y permanece activa
completamente por encima de 24 h a 37°C, y GOx no interfiere con la expresion de enzimas

enddgenas porque ella no existe en células de mamiferos (Gonzalez-Ramos et al., 2013).

El H»0O, es continuamente producido in vivo y permanece en un “estado semi-
estacionario” (H20>), su concentracion cambia a un ritmo mas lento que su reemplazo. El nivel

estacionario es mantenido usando un sistema de dos enzimas que acopla la GOx para consumir
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el oxigeno y producir el H>O; y catalasa (CAT) que consume el H>O> mientras parcialmente
reemplaza al oxigeno. La concentracion de H2O> a nivel celular depende de la relacion de
actividades de GOx y CAT que son adicionadas al medio de cultivo. Las concentraciones de
H>0, constituye un método superior de liberacion del oxidante que mimetiza los ajustes

fisiologicos (Andrade et al., 2013; Sobotta et al., 2013).

El sistema GOx/CAT provee una alternativa al tratamiento de adicion a pulso en los
cultivos celulares que permite el mantenimiento de un nivel de H>O» cercano al estacionario en
los cultivos por més de 24 h. Mediante mezclas definidas de concentraciones (actividades) de
las dos enzimas y ajustando el volumen del medio (la distancia de difusion del oxigeno
molecular), una concentracioén de estado estacionario del H>O; en el rango de 0.15a 10 upM y
niveles de oxigeno de 0.5 a 21% pueden ser ajustados. Matematicamente, la generacion del
H>O:; por acoplamiento de las actividades de GOx y CAT puede seguir una cinética de pseudo-
cero-orden para GOx (asumiendo un suministro ilimitado de glucosa y oxigeno) y una clésica

conducta de primer-orden para la catalasa (Andrade et al., 2013; Sobotta et al., 2013).

1.3.3. Método enddégeno de produccion de H20:

El peroxido de hidrogeno puede ser producido endégenamente por inhibicion del complejo 111
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial usando antimycin A. Este selecto inhibidor
estimula la generacion de HoO» mitocondrial a nivel de estado estacionario. EI H,O> generado
por antimycin A dentro de la mitocondria en células de carcinoma de pulmén (U1810) no indujo
aparentes cambios en la viabilidad durante largos tiempos de incubacion. Esto sugiere que el

sitio de generacion influye en el efecto potencial sobre la viabilidad celular (Panieri et al., 2013).

1.4. Metabolismo en plantas

En las plantas el metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células
para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas sencillas, al igual que para degradar
las que son mas complejas y obtener las simples. Las plantas, cuentan con un metabolismo
primario; en el cual se originan los componentes que intervienen en la fotosintesis o en el

metabolismo respiratorio. Los aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos, presentes en las
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plantas son ejemplo de estos metabolitos. Y el metabolismo secundario el cual les permite
producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos secundarios
son sustancias ecologicamente eficaces, frente a compuestos primarios que serian sustancias

fisiologicamente eficaces.

El término secundario al principio implicaba que estas sustancias tenian menor
importancia y muchas veces se les atribuyo la propiedad de productos de desechos. Desde hace
algunos afios esta idea ha ido cambiando ya que estos compuestos desempefian un papel
protagonico en la fisiologia de la planta, la regulacion del crecimiento, el desarrollo, la
interaccion con otros organismos y una funcion ecoldgica muy importante (Valdés y Balbin,
2000). A los compuestos derivados del metabolismo secundario se le conoce como metabolitos
secundarios, los cuales se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan
propiedades biologicas, muchos desempefian funciones ecologicas y se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o

colorantes, entre otros (Garcia, 2004).

El papel que desempeiian los metabolitos secundarios en las plantas es variado entre los
que se pueden citar: 1) relaciones de competencia con otras plantas actuando como agentes
alelopaticos y contra invasiones de hongos, bacterias y virus; ii) relaciones de mutualismo en la
atraccion de polinizadores y dispersores de semillas; iii) en funciones defensivas causando
toxicidad; iv) proteccion contra la radiacion ultravioleta y la desecacion; v) reserva de material
nitrogenado; vi) asi como en la fijacion del nitrogeno atmosférico y la relacion simbiotica en las
raices de las leguminosas.. Muchos factores afectan la sintesis de los metabolitos secundarios,
la concentracion de carbono, nitrogeno, azufre, el estado acuifero y la temperatura ambiente son

algunos de los mas importantes.

Segun las vias biosintéticas de origen, los compuestos secundarios se dividen en cuatro
grandes grupos: los terpenos, las sustancias fenolicas, glucosidos y los compuestos que

contienen nitrégeno en su estructura (Valdés y Balbin, 2000).

e Terpenos: Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

e Compuestos fenolicos: acidos fenodlicos, flavonoides y polifenoles.

e Glucoésidos: Saponinas, glucédsidos cardiacos, glucdsidos cianogénicos y glucosinolatos.
e Compuestos nitrogenados: Alcaloides.
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1.4.1. Terpenos

También conocidos como terpenoides o isoprenoides, constituyen una clase importante de
moléculas organicas producidas por diversos organismos para realizar una variedad de
funciones biologicas en contexto ecoldgico. Son la clase més grande de metabolitos secundarios
y estan unidos por su origen biosintético comun a partir de acetil-coA o intermedios glucoliticos.
Muchos de estos metabolitos estan implicados en la defensa como toxinas y disuaden a un gran

numero de insectos y animales de alimentarse de estas plantas.

Se conocen cientos y los representantes mas conocidos son los que forman parte de los
denominados aceites esenciales obtenido de las plantas aromadtica. Estan constituidos por la
union de unidades de un hidrocarburo de 5 4&tomos de carbono, llamado isopreno. La funcién y
estructura de los terpenos varian ampliamente y estan altamente adaptadas a las necesidades y

a los recursos ambientales a los que esta expuesto el organismo.

Dado a su conocida importancia en las funciones biologicas tanto en seres humanos y
otros organismos, ya se han hecho seis clases de farmacos durante el ultimo siglo, esteroides,

tocoferoles, taxanos, artemisininas, ingenanes y cannabionoides.

1.4.2. Alcaloides

Los alcaloides son un grupo amplio y estructuralmente diverso de productos naturales de origen
microbiano, vegetal y animal. La principal fuente de estos metabolitos secundarios son las
plantas, especialmente en ciertas familias de plantas con flor. Se estiman alrededor de 27000
alcaloides. Los alcaloides son metabolitos secundarios que contienen nitrégeno organico de
origen natural. Se derivan generalmente de aminoécidos, de cardcter mas o menos bésico, tienen
distribucion restringida, y cuentan con propiedades farmacologicas importantes a dosis bajas.
Muchos de los extractos que contienen alcaloides se han usado como agentes terapéuticos
durante méas de 3000 afios, como en casos de mordeduras de serpientes, fiebre y locura (Cushnie

etal., 2014).
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1.4.3. Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos son un tipo de metabolitos producto de las rutas metabodlicas de los
metabolitos primarios y se encentran distribuidos en los grandes grupos de organismos
fotosintetizadores. Los compuestos fenolicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas con diferentes estructuras y propiedades quimicas y actividad bioldgica,
englobando mas de 8000 compuestos distintos. Quimicamente los compuestos fendlicos son
sustancias que poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos. La clasificacion de
compuestos fendlicos mas aceptada es la propuesta por Waterhouse (2002), que agrupa a los
compuestos fendlicos en base su estructura quimica. La clasificacion se muestra en la tabla 3,

donde se distinguen dos grupos principales: flavonoides y no flavonoides.

Tabla 3. Clasificacion de los compuestos fenolicos en funcidn de la estructura quimica bésica.
Fuente: Waterhouse (2002).
Estructura Clasificacion

Flavonoles
Flavonas

Flavan-3-oles

Flavonoides Ce-C3-Cs Proantocianidinas (taninos no
hidrolizables)
Antocianidinas (Antocianos)
Flavanonas
Isoflavonas
C6-C3 Acidos hidroxicinamicos
Co6-Cl Acidos hidroxibenzoicos
No Flavonoides (C6-C1) +Azlcar Taninos hidrolizables
(C6-C3) +Azlcar Taninos hidrolizables
C6-C2-C6 Estilbenos

La complejidad ascendente de las cadenas carbonadas de los compuestos fenodlicos segun

Harborne, 1990 se muestran a continuacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Ordenamiento de las especies fendlicas, basado en la cantidad de 4&tomos de carbono.

Numero de atomos | Esqueleto carbonado | Tipos o Clases
6 Cs Fenoles simples
7 Cs-Cy Acidos fenolicos
8 Ce-Cao Acetofenonas y Acidos fenilacéticos
9 Ce-Cs Acidos hidroxicindmicos, cumarinas,
Isocumarinas
10 Ce-Cs Naftoquinonas
13 Ce-C1-Ce Xantonas
14 Cs-C2-Co Estilbenos y Antraquinonas
15 Cs-C3-Cs Flavonoides e Isoflavonoides
18 (C6-C3)2 Lignanos y Neolignanos
30 Biflavonoides
n (C6-C3)n Ligninas, catecol
(C6-C3-Co)n

La sintesis de los compuestos fenolicos suele estar restringida a estados especificos del
desarrollo respectivo de cada tipo de organismo, células especializadas y periodos de estrés
causados por la deficiencia de nutrientes, ataque de microorganismos, o por otro tipo de estrés
biotico o abiotico. Este fenomeno se debe a la formacion, dependiente de fase, de la
correspondiente enzima, lo que significa que la expresion del metabolismo secundario se basa
en un proceso de diferenciacion (Azcon-Bieto y Talon, 2000). Existen dos rutas metabolicas
basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos, la ruta del acido shikimico y la

ruta del 4cido maldnico (Taiz y Zeiger, 2006).

La ruta del 4cido shikimico, la via principal en plantas superiores, depende de la luz y se
inicia en los plastos por condensacion de dos productos: la eritrosa 4-fosfato (que procede de la
ruta de las pentosas fosfato) con el fosfoenolpiruvato (intermediario en la glucdlisis), y por

diversas modificaciones se obtiene el acido shikimico, del cual deriva el corismato, que es un
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intermediario clave en la sintesis de la fenilalanina. La fenilalanina es un aminoacido aromatico
el cual sufre una eliminacién de una molécula de amonio para formar acido cinamico, esta
reaccion esta catalizada por la fenilalanina amonio liasa (PAL). Las reacciones posteriores
consisten en adiciones de mas grupos hidroxilo y otros grupos funcionales. Los 4cidos trans-
cindmico y p-cumarico se metabolizan para formar acido fertilico y acido caféico, cuya principal
funcion es ser precursor para otros compuestos fenolicos como: cumarinas, lignina, taninos,

flavonoides (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Moncayo-Lujan, 2015).

Los flavonoides junto con los acidos fenolicos y sus ésteres son los compuestos fenolicos
mas abundantes e importantes. A los cuales ademds de su comprobada actividad antioxidante,
se les ha atribuido una gran diversidad de efectos terapéuticos como actividades

antiinflamatoria, antimicrobial, antiproliferativa, cardiotonica, hepatoprotectora etc.

1.4.3.1. Flavonoides

Los flavonoides uno de los dos grandes grupos de compuestos fendlicos son un grupo extenso
de compuestos derivados del benzo-y-pirano. Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a
estructuras anulares, Cs-C3-Cs, designadas como A, B y C. Constituyen el grupo de compuestos
fendlicos mas importante por su gran variabilidad estructural y su presencia en la mayoria de
alimentos de origen vegetal, se conocen mas de 4000 flavonoides diferentes, distribuidos en
varias subfamilias. Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular y, se caracterizan
por un sistema especifico Cis (Ce - C3 - Ce) de tres anillos, dos de ellos aromatizados (A y B) y
un tercero, tipo pirano (C) (Figura 8) (Harborne y Williams, 2000; Merken y Beecher, 2000;
Tsao y Yang, 2003). Los flavonoides se subdividen principalmente en flavonas, flavonoles,
flavan-3oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas (Figura 8). Otros grupos de flavonoides,
que cuantitativamente se encuentran en menor numero en la dieta, son los dihidroflavonoles,

flavan-3,4-dioles, cumarinas, chalconas, dihidrochalconas y auronas.
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Figura 8. Estructura quimica de subclases de flavonoides. Principales grupos funcionales de la
estructura del flavonoide quercetina. En amarillo, el grupo catecol del anillo B; en anaranjado,
enlace insaturado del anillo C; en verde, funcién 4-oxo en el anillo C; en azul, punto de
capacidad de quelacion de metales. Fuente: Ugartondo-Casadevall (2009).

La estructura bésica de los flavonoides puede tener numerosos sustituyentes. Los grupos

hidroxilo generalmente estan presentes en las posiciones 4', 5 y 7 y los azucares son muy
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comunes en la mayoria de los flavonoides, de forma general como glucdsidos. Mientras que los
azucares y los grupos hidroxilo incrementan la solubilidad en agua de los flavonoides, los grupos
metilo y las unidades de isopentilo confieren a los flavonoides un caracter lipofilico (Srinivas et

al., 2010; Biesaga, 2011).

Los flavonoides son antioxidantes en virtud al numero y posicion de sus grupos
funcionales hidroxilos, unidos a las estructuras del anillo (Figura 8). Las caracteristicas

estructurales que le confieren, la accidon antioxidante son (Ugartondo-Casadevall, 2009):

- presencia de un grupo catecol (3°,4'-dihidroxi) en el anillo B
- presencia de un doble enlace insaturado entre C2 y C3 en el anillo C

- presencia de un hidroxilo en Cs en el anillo C

1.4.3.2. Acidos Fenoélicos

Los principales no flavonoides presentes en la dieta son los acidos fenolicos Ce¢-Ci (acidos
hidroxibenzoicos), sobre todo el 4cido galico, precursor de los taninos hidrolizables y los dcidos
hidroxicindmicos Cs-C3. Los 4cidos hidroxibenzoicos también conocidos como 4cidos
fenodlicos, poseen una estructura C¢-Ci derivada del acido benzoico propiamente dicho (Figura
9). Las hidroxilaciones y metilaciones sobre ¢éste dan lugar a los distintos 4cidos
hidroxibenzoicos. Los més frecuentemente encontrados en la naturaleza son los acidos galico,
p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico y protocatéquico (Gongalves et al., 2013). Los acidos
hidroxicindmicos son muy abundantes y diversos, y todos provienen del acido cindmico (Figura
9). Basicamente son cuatro: acidos p-cumadrico, cafeico, fertlico y sindpico. Las cumarinas son
acidos hidroxicinamicos ciclados, pero no se incluyen dentro de este grupo (Figueroa-Morales,

2012).
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Figura 9. Estructura quimica de subclases de acidos fenolicos: acidos hidroxibenzoicos y
acidos hidroxicinamicos.

Los 4cidos hidroxicindmicos no se suelen encontrar en forma libre, sino que se combinan

principalmente de dos maneras formando derivados solubles.

= Combinaciones de grupos carboxilos de los acidos fendlicos con grupos hidroxilos de
compuestos organicos (&cido quinico, glucosa, etc.) formando ésteres, como por
ejemplo el acido clorogénico que se encuentra en muchas frutas y hortalizas,
destacando la berenjena y la alcachofa (Olthof ez al., 2001).

= Combinaciones donde se ven involucrados los grupos fenolicos de la molécula con

otras moléculas distintas a las descritas anteriormente dando lugar a hidroxicinamicos
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conjugados, como por ejemplo el acido pcumarico-o-glucosido descrito en tomate

(Gautier et al., 2008).

La actividad antioxidante de los acidos fenolicos con grupos OH y presencia de grupos
carbonilos no unidos directamente al anillo bencénico (Figura 9), denominados acidos de la
serie cinamica, como son el 4cido cafeico, el acido fertlico, el 4cido sinapico y el acido p-
cumarico, son mas activos que los derivados hidroxi del &cido benzoico, como el p-
hidroxibenzoico, &cido vainillico, 4cido siringico y acido 3,4-dihidroxibenzoico (Nenadis et al.,

2003; Vafiadis y Bakalbassis, 2003; Chen et al., 2012).

I.5. Bucida buceras

Las plantas pertenecientes a la familia Combretaceae se han utilizado a lo largo de la historia

como plantas medicinales (Rodriguez de Morais, et al., 2012).

La familia Combretaceae pertenece al orden Myrtales y comprende alrededor de 20
géneros y 500 especies. Estan distribuidas a lo largo de los trépicos, con algunas extensiones a

regiones subtropicales y de clima templado.
Aqui en México esta dividida en cinco géneros con nueve especies, Standley et al. (1924).

e Bucida buceras

e Combretum riathum, C. farinosum, C. mexicanum C. palmeri
e (Conocarpus erectus

e Laguncularia racemosa

e Terminalia catappa

Algunas de estas especies poseen innumerables propiedades, entre las cuales las mas
comunes son el uso de la madera para construcciones rurales o fabricacion de diversos objetos,
algunas especies se cultivan para uso ornamental. También se ha dado uso en medicina
tradicional contra enfermedades renales, respiratorias, oculares; contra procesos inflamatorios,
hemorragias, diabetes, etc. En este aspecto son escasos los trabajos que validan dichas

propiedades (Pagaza y Fernadndez, 2005).
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Se sabe que Bucida buceras contiene componentes funcionales como flavonoides y
terpenos responsables de la actividad de citotoxicidad potente contra lineas celulares de tumores.
Algunos autores han informado que los extractos de B. buceras tienen actividades

antibacterianas y antifingicas.

En un estudio fitoquimico se obtuvo evidencia que Bucida buceras tiene la presencia de
carotenos, triterpenos / esteroides, grupos lactonicos, fenoles / taninos, aminas o aminoacidos,
flavonoides / antocianinas, saponinas y compuestos reductores en diferentes extractos de B.

buceras (Iloki et al., 2015).
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II. HIPOTESIS

Los compuestos fitoquimicos presentes en la Bucida buceras disminuyen el efecto oxidante y
por consiguiente pueden bloquear la sobre secrecion del VEGF en las células del epitelio

pigmentario de la retina.
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III. OBJETIVOS

II1.1. General

Evaluar la composicion fitoquimica de Bucida buceras en su respuesta a la actividad

antioxidante y anti-angiogénica en un modelo celular del Epitelio Pigmentario de Retina

(ARPE-19).

I11.2. Especificos

a)

b)
©)

d)

Cuantificar el contenido de fenoles totales, flavonoides por métodos
espectrofotométricos mediante extracciones con diferentes solventes.

Identificar y cuantificar por HPLC flavonoides y 4cidos fendlicos.

Evaluar la actividad antioxidante mediante: actividad radicalaria y poder reductor del
hierro férrico e inhibicion del H>O» sobre células de retina (ARPE-19).

Evaluar la actividad anti-angiogénica por medio de la cuantificacion de la expresion del

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Seleccion de la muestra y elaboracion de extractos

Las muestras de Bucida buceras tanto de tronco, tallo y hoja, fueron colectadas en la localidad
de Hermosillo, Sonora, durante el mes de agosto del 2015, en cinco diferentes localidades de la

ciudad.

Las muestras fueron lavadas con agua. Se secaron a temperatura ambiente durante una
semana. Seguido por un proceso de molienda en un molino (Retsch, SR-3, Alemania) hasta
obtener un polvo fino. Fueron almacenados en ausencia de luz a temperatura ambiente hasta su
analisis.

Del polvo almacenado se pesé 150 gramos de cada una de las partes de la planta y se
colocd en un matraz de 2 litros, se obtuvieron 3 matraces donde se adiciono 1200 mililitros de
diferentes solventes: metanol, etanol y acetona en cada uno de los matraces. Se mantuvieron en

agitacion constante por tres dias a temperatura ambiente en un agitador orbital (VWR DS-500).

Para los extractos acuosos, igual se peso 150 gramos de cada una de las partes de la planta
y se colocd por separado a cada una en 1200 mililitros de agua, la cual se puso a punto de hervor

durante 30 minutos, repitiendo esté proceso durante 3 veces.

Por ultimo para las 4 extracciones. Se filtraron en papel filtro Whatman No. 41 con una
bomba de vacio. Después se concentraron por separado en un rotoevaporador (Buchi R-210,
Switzerland) a 37°C, luego se congelaron a -70°C para después ser liofilizados a -46°C durante
5 dias, hasta obtener un fino polvo, el cual fue disuelto en dimetil sulféxido a una concentracion

final de 200 mg de materia seca/mL y almacenados a -4°C.

IV.2. Determinacion de Compuestos Fendlicos por Métodos Espectrofotométricos
IV.2.1. Fenoles totales

La cuantificacion de compuestos fenolicos fue determinada a través del método de Folin-

Ciocalteu descrito por Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones reportadas por Iloki
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et al. (2013). Para la curva de calibracion se utilizo de material de referencia al 4cido galico, se
pesaron 10 mg de acido galico y se aforo en un matraz volumétrico de 10 mL con agua milli-Q
para obtener una concentracion de 1 mg/mL. A 500 uL de los diferentes extractos en un rango
de concentracion determinado (100-600 pg/mL) se le adicioné 500 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu diluido "4 y 500 pL de carbonato de sodio al 10%. Se incubd durante 2 horas y la
absorbancia fue leida a 760 nm en un lector de placa (MultisKan-Spectrum, Waltham, USA).
Los resultados fueron expresados en pug equivalente de acido galico (EAG)/mg de extracto
obtenido, a partir de una curva de calibracién con acido galico en un rango de concentraciones

de 0.00625-0.1 mg/mL.

I1V.2.2. Flavonoides método cloruro de aluminio (AICI3)

Se utilizd el método colorimétrico propuesto por Zou et al. (2004). El cual cuantifica flavonas
y flavonoles. Se basa en la cuantificacion de un color amarillo-naranja producido por la
interaccion de los flavonoides (flavonas y flavonoles) con el AICI3. Para cada muestra se us6 25
puL en un rango de 5-250 mg/mL con cada uno de los extractos, se les adiciono 25 pL de Nitrito
de Sodio (NaNO3) al 5%, 400 pL de agua desionizada, 50 pL de AICIz al 10% y 170 pL de
NaOH 1M. Se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y se leyd en un
espectrofotometro con lector de microplaca (Thermo scientific, Waltham, USA) a 510 nm. Se
llevo a cabo una curva de calibracion para determinar el contendid de flavonoides, con catequina
en un rango de 0.078-2.5 mg/mL y se expres6 como pug equivalentes de catetquina (EC)/mg de

extracto.

IV.2.3. Flavanonas y flavanoles método 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP)

Se utilizé el método espectrofotométrico de Das Detusche Arzneibuch cuyo fundamento se basa
en la interaccion de las flavanonas y flavanoles con el DNP en medio &cido para formar
fenilhidrazonas (Nagy y Grancai, 1996). Se pusieron 40 pL de la muestra (30-250 mg/mL) y se
disolvieron en 80 pL de solucion DNP (para 5 mL: 50 mg de DNP en 100 pL de acido sulfurico
al 96% (H2S04) y 4850 pL de metanol), se mezclaron e incubaron por 50 minutos a 50°C en

bafio Maria, se dejaron enfriaron a temperatura ambiente y se agregaron 280 pL de hidréxido
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de potasio (KOH) al 10% disuelto en agua, por tltimo se midid la absorbancia a 486 nm en un
lector de microplaca (Thermo scientific, Waltham, USA). El contenido de flavanonas y
flavanoles se determiné a través de una curva de calibracion con naringenina (1.0-4.5 mg/mL)

expresada como ug equivalente de naringenina (EN)/mg de extracto.

IV.2.4. Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se calculd sumando las concentraciones obtenidas en los
métodos de cuantificacion de AICI; (flavonas y flavonoles) y método DNP (flavanonas y

flavanoles), los resultados fueron expresados como pg/mL de extracto (Chang et al., 2002).

IV.3. Identificacion y Cuantificacion de Compuestos Fendlicos por HPLC

Para la identificacién y cuantificacion de compuestos fenolicos en los tejidos vegetales de
Bucida buceras se siguid la metodologia propuesta por Haghi y Hatami (2010), con algunas
modificaciones. Para el caso de acidos fendlicos se usé el método de Vansteenkiste et al. (2004),

con algunas modificaciones.

IV.3.1. Condiciones cromatograficas

Se utiliz6 un HPLC marca Varian, con una bomba cuaternaria (Postar 230) y una columna
analitica de C18 (Varian CP30710, Lake Forest, USA) en fase reversa, con longitud de 150 mm
x 4.6 mm de didmetro interno, con un tamaino de particula de 5 pm, donde se lleva a cabo la

separacion a temperatura ambiente.

Para la identificacion de flavonoides y acidos fendlicos el volumen de inyeccion fue de
20 uL y se us6 un flujo binario para ambos métodos el cual consintié con una fase movil A:
acetonitrilo al 5% en metanol; B acido férmico al 1% en agua. Se us6 un gradiente distinto para

cada determinacion:
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Tabla 5. Sistema de gradientes empleado en la identificacion y cuantificacion de flavonoides.

Tiempo (min) Flujo (mL/min) Solvente A Solvente B
0 0.8 95 5

5 0.8 85 15

10 0.8 70 30

15 0.8 68 32

19 0.8 67 33

24 0.8 50 50

35 0.8 5 95

Tabla 6. Sistema de gradientes empleado en la identificacion y cuantificacion de acidos
fenolicos.

Tiempo (min) Flujo (mL/min) Solvente A Solvente B
0 0.8 100 0

5 0.8 99 1

10 0.8 80 20

22 0.8 80 20

25 0.8 60 40

30 0.8 40 60

35 0.8 100 100

Las detecciones se llevaron a cabo en un detector Varian ProStar 325 UV-Vis a 280 mm

mediante el programa Galaxie version 1.9.

IV.3.2. Preparacion de estandares y curva de calibracion

La identificacion de los flavonoides y acidos fenolicos en los diferentes extractos se hizo
mediante una comparacion en los tiempos de retencion y caracteristicas espectrales con la de
los estandares de referencia. Para el caso de la cuantificacion de los flavonoides y acidos

fendlicos se realizo a partir de la extrapolacion con las curvas de calibracion lineal de los
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estandares para cada uno de los casos. El contenido de cada analitos encontrados fue expresado

como mg/g de extracto.

En la preparacion de las curvas de calibracion se utilizaron los siguientes estandares los

cuales son grado HPLC y cuentan con un grado de pureza > 95%.

Tabla 7. Estandares para la curva de flavonoides y su rango de concentracion.

Analito Rango lineal (ng/mL)
Catequina (trans-3,3",4",5,7-pentahidroxiflavanona) 15.62-1000

Esculetina (6,7-dihidroxi-2H-1-benzopiranona) cumarina | 7.81-500

Rutina (quercetina-3-rutindsido) 7.81-500

Quercetina (3,37,4",5,7-pentahidroxiflavona) 7.81-500

Tabla 8. Estandares para la curva de acidos fenolicos y su rango de concentracion.

Analito Rango lineal (ng/mL)
Acido Galico (acido 3,4,5 trihidroxibenzoico) 7.81-500

Acido clorogénico (acido 5-O-(3,4-dihidroxicinnamoil)- | 3.9-100

D-quinico)

Acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicindmico) 3.9-50

Acido cumarico (4cido trans-4-hidroxicinamico) 3.9-125

Acido ferulico (4cido  3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)- | 3.9-250

propenoico)

Acido sinapico (acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico) 7.81-500

Acido cinamico ( acido-3-fenil-2-propenoico) 1.95-125

1V.3.3. Método de validacion

Para la validacién de la metodologia de cuantificacion de flavonoides y acidos fenolicos por
HPLC se evaluaron los parametros de linealidad del método, limites de deteccion y porcentajes

de recuperacion del estandar.

La linealidad del método es la relacion entre la respuesta del instrumento y las
concentraciones conocidas del analito. Esta fue determinada con siete puntos de la mezcla de

estandares entre 1.95-1000 pg/mL por triplicado.
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El limite de deteccion corresponde a la menor cantidad de analito detectada en la muestra,
no implica su cuantificacion. Para la evaluacion de este parametro los analisis fueron disueltos
en metanol grado HPLC a una concentraciéon de 1mg/mL y a partir de esta se realizaron las
diluciones correspondientes, considerando que la sefial de las muestras fuera tres veces mayor

que la sefial del ruido.

Para el caso del porcentaje de recuperacion se baso en la adicién de una concentracion
conocida de la mezcla de estandares de la muestra. Este representa la recuperacion de un analito
y se refiere a la eficiencia de la extraccion en un proceso analitico. Se agregd 1 mL de la mezcla

de estandares quedando las concentraciones de la siguiente manera:

Tabla 9. Concentraciones finales en mezcla de estandares.

Flavonoides
Analito Concentracion (mg)
Catequina 1
Esculetina 0.5
Rutina 1
Quercetina 0.5
Acidos Fenélicos
Analito Concentracion (mg)
Galico 2
Clorégenico 2
Cafeico 1
Cumarico 0.25
Cinamico 0.25
Ferulico 0.5
Sinapico 0.25

Estas concentraciones entraron a su proceso de hidrélisis correspondiente. La

recuperacion se calculd mediante la comparacion de las relaciones de area de las muestras

extraidas y de los estandares no extraidos.
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IV.3.4. Métodos de extraccion e hidrolisis
IV.3.4.1. Método de extraccion e hidrolisis para flavonoides

Se pesaron 100+5 miligramos de muestra por triplicado y se agregaron 5 mL de acido
clorhidrico (HCI) 1.2 M en agua/metanol (50% agua y 50% metanol), se agregaron 8 mg del
antioxidante acido ascorbico y se agitaron, posteriormente se hidrolizaron las muestras a 50°C
por 2 horas y se dejaron enfriar. Una vez frias las muestras se llevaron a 10 mL con metanol y
se sonicaron por 5 minutos. Después se ajusto el pH a 3, seguido de una centrifugacion a 1500
rpm por 5 minutos, se anotd el volumen final de la muestra, se filtré con un filtro de membrana
de 0.20 um (Merck Millipore, Bedford, USA) para su posterior analisis cromatografico. Las

muestras que no fueron analizadas en el momento fueron almacenadas en congelacion a -18°C.

1V.3.4.2. Método de extraccion e hidrdlisis para acidos fenélicos

Se pesaron 100+5 miligramos de muestra por triplicado y se les agrego 10 mL hidroxido de
sodio (NaOH 2M)), se agitd, se paso6 un flujo de nitrégeno de alta pureza a la superficie durante
un minuto, se volvid a agitar. Se dejo en agitacion en un agitador orbital de placa (VWR, Radnor,

USA) durante 2 horas a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Se les agregd 5 mL de 4cido clorhidrico 4M frio, se agitd vigorosamente y se ajusto el pH
a 3. Se adicionaron 5 mL de éter y se agitd, después se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos
a 25°C, se recupero la fase superior (éter) y se colocd en un tubo de 10 mL protegido de la luz,
se repitio este ultimo paso y se separd por segunda ocasion la fase superior. El tubo con el éter
recuperado se paso a evaporar con flujo de nitrogeno de alta pureza, después se constituyd con
500 pL de metanol. Las muestras que no fueron analizadas en el momento fueron almacenadas

a congelacion a -18°C.
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IV.4. Evaluacion de la actividad antioxidante
IV.4.1. Capacidad de secuestro del radical libre DPPHe

Se evalu6 la actividad antirradical o secuestro del radical DPPHe metodologia descrita por
Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones reportadas por Iloki ef al. (2013). Se
basa en el aumento gradual de la decoloracion de la solucion control DPPHe midiendo la
capacidad del secuestro del radical libre. Se utilizaron diferentes concentraciones de los
extractos de las plantas 1-25ug/mL en un volumen de 500 pL a las cuales se les adiciono 500
uL de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe*) (0.2mM) en etanol, se incub6 durante 30 minutos en
ausencia de luz. La absorbancia de la mezcla fue medida a 517 nm utilizando un

espectrofotometro de lector de microplacas (Thermo Scientific, Waltham, USA).

IV.4.2. Ensayo de poder reductor del hierro férrico (FRAP)

El método se basa en medir la capacidad antioxidante del extracto, la muestra reduciendo el
hierro férrico a ferroso, el cual de un color intenso al ir reduciendo con el complejo TPTZ. A 5
nL de muestra en sus diferentes concentraciones 1000-5000ug/mL fueron agregados 150 pL
del reactivo de FRAP. El reactivo FRAP fue preparado en buffer de acetato (pH 3.6), solucién
2,4,5-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM en 4cido clorhidrico 40 mM y cloruro de hierro II1 20
mM en proporciones de 10:1:1 (v/v), respectivamente. La absorbancia de la mezcla fue medida
en un espectrofotometro con lector de microplacas (Thermo Scientific, Waltham, USA) a 593
nm (Benzie y Strain, 1996). Se prepar6 una curva de calibracidon con acido ascorbico (100-1000
uM) y los resultados fueron expresados como uM equivalente de 4cido ascorbico (EAA)/mg

extracto.

IV.5. Efecto retino protector de Bucida buceras
IV.5.1 Cultivo celular

Las células del epitelio pigmentario de retina normal humano (ARPE-19) se sembraron en
botellas de cultivo de pléstico estériles (Corning, MA, EUA). Se cultivaron en medio

Modificado Dubelco Eagle (DMEM) a pH 7.2 a 7.4, el cual fue suplementado con 10% de suero
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fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich, EUA), penicilina/estreptomicina (1%), glutamina (0.75%) y
piruvato de sodio (1%) (Sigma-Aldrich). Las células se resembraron una vez por semana,
levantandose con tripsina-EDTA al 0.25% (Sigma). Los cultivos se mantuvieron a una
temperatura de 37°C en una incubadora (Binder) con una atmosfera de 5% de CO2 y 90% de
humedad. Se procedio a realizar los experimentos una vez que el cultivo celular alcanz6 un 80

a 90% de confluencia.

Una vez alcanzada la confluencia necesaria las células fueron contadas en una camara de
Neubauer en dilucion 1:10 con el colorante de exclusion Azul Tripan (Sigma-Aldrich). El
colorante es excluido activamente por las células vivas, mientras que en las células muertas, el

colorante difunde facilmente hacia el citoplasma.

Se pusieron 100 puL con una densidad de 25,000 células por pozo en placas de 96 pocillos

y pre-incubadas durante 24 horas para su adherencia.

IV.5.2. Diseiio experimental para la induccion del estrés oxidativo
IV.5.2.1. Método de adicion o pulso del H202 al medio de cultivo

Al pasar las 24 horas de pre-incubacion, se reemplazd el medio por 100 puL de diferentes
concentraciones 1600, 1000, 800, 500 y 250 uM de H20: (Sigma) recién preparado y células

sin perdxido como control.

IV.5.2.2. Método de generacion enzimatica continua exogena del H20: por glucosa oxidasa

(GOx)

Después de las 24 horas de adherencia de las células, la glucosa oxidasa fue adicionada al medio
para iniciar la generacion del H>O» por la oxidacion de la glucosa contendida en DMEM (4
mg/mL D-glucosa). Una solucion stock de GOx fue preparada por solubilizacion de la enzima
en 50 mM de buffer de acetato de sodio, pH 5.1, a una concentracién de 10 kU/mL y almacenada

en alicuotas a -20°C.

Antes del uso de la alicuota fue descongelada, diluida y adicionada al medio de cultivo

para producir concentraciones finales de 50, 25, 12.5, 10 y 2.5 mU/mL.
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IV.5.3. Inhibicion del H20:y viabilidad celular
IV.5.3.1. Ensayo de proliferacion celular (MTT)

Al pasar los tiempos de exposicion con el toxico 24 horas, se les retiro el medio a las células y
se les afiadi6 medio fresco para determinar mediante una curva de proliferacion celular la

concentracion inhibitoria media (IC50) por el método de MTT (Mossman, 1983).

Los ensayos fueron llevados a cabo afiadiendo 10 pL de solucion MTT MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (SIGMA-Aldrich) (5 mg/mL) a cada
pozo, luego fueron incubados a 37°C durante 4 horas. La enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa de las células vivas forman unos cristales coloreados de color azul (formazan),
estos cristales se disuelven con 50 pL de alcohol isopropilico con HCI 0.05N, y las medidas de
absorbancia fueron registradas a 570 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific

Multiskan Spectrum) usando una longitud de onda de 655 nm como referencia.

IV.5.3.2 Disefio experimental para evaluar de la toxicidad del extracto de Bucida buceras

Se depositaron 25,000 cel/mL en placas de 96 pozos tratadas con los diferentes concentraciones
del peroxido de hidrogeno tanto en pulso como en GOx, cé€lulas con perdxido en presencia del
extracto de Bucida buceras a una concentracion de 1600, 1200, 1000, 800, 500, 250, 125 y 50
pug/mL, y células control (ausencia de peroxido y del extracto) fue evaluada la toxicidad del
extracto a las 24 horas. Se seleccion6 la concentracion de 500 pg/mL de Bucida buceras como

contraataque al agente oxidante asi evitando muerte celular.

1V.5.3.3. Ensayo de inhibicion del H20:

La concentracion de peroxido fue medida por la oxidacion del hierro ferroso a férrico por el

H>0> que forma un complejo intensamente coloreado con el xilenol-naranja (ensayo de FOX).

Una alicuota (50 uL) de cada concentracion de GOx con y sin co-tratamientos, fue retirada
del cultivo después de 24 hrs y mezclados con 500 pL del reactivo de FOX (listo para usar). El
reactivo de FOX contiene 25 mM de sulfato de amonio ferroso en 3.5 M de H2SO4 (solucion A)

y 0.125 mM de xilenol-naranja sal disddica (solucién B). Inmediatamente antes del uso 1
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volumen de solucion A se afiade a 100 volimenes de solucién B para producir el reactivo de
FOX. Las muestras fueron incubadas por 30 min a temperatura ambiente. La absorbancia fue
leida espectrofotométricamente en un lector de placas (Thermo Scientific Multiskan Spectrum)
a 560 nm contra un blanco reactivo. Una curva de calibracion fue preparada a partir de diferentes
concentraciones de H>O» (3.125 a 25 mM) y los resultados fueron expresados como mM =+

desviacion estandar.

IV.5.3.4. Determinacion de la proteina total por el método de Bradford

Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976). Como curva
patrén se utilizo la albumina de suero bovino (BSA) en un rango de concentracion de 0.25a 1.5
mg/mL (Sigma). Se tomaron 5 pL de la proteina total extraida, y se colocaron en placa de 96
pozos. Se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford a cada pozo y se incubaron por 10 min a
temperatura ambiente. Las medidas de absorbancia fueron registradas a 595 nm en un lector de
microplacas (Thermo Scientific Multiskan Spectrum) y se determind la concentracion de

proteina para cada caso usando la curva patrén.

IV.5.4. Ensayo de Inmunoabsorccion Ligado a Enzimas (ELISA) para determinar el

Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)

Se sembraron células ARPE-19 sobre una placa de 96 pozos a una densidad de 25,000 células
por pozo bajo las diferentes condiciones experimentales para la induccion del estrés oxidativo
por medio de pulso (500 y 125 uM) y GOx (10 y 2.5 mU/mL), con y sin la proteccion del
extracto de Bucida buceras (500 pg/mL), y pozos control, esto por triplicado. Cada uno de estos
para tres tiempos correspondientes (30, 90 y 120 minutos). El medio se recogi6 a determinado
tiempo; 30, 90 o 120 minutos y se cuantifico la concentracion de H»O,, a los pozos se les

adicion6 medio fresco y se dejo incubando hasta 24 hrs.

El VEGF secretado se midi6 con Quantikine Human VEGF Immunoassay (R&D System).
Cada experimento incluyo 3 repeticiones, y al menos tres experimentos independientes se
realizaron. Los resultados obtenidos de la regresion lineal de cada una de las curvas de

calibracion del factor fueron expresados en pg/mL.
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El protocolo seguido fue el proporcionado por el proveedor el cual consiste en: se
afiadieron 50 pL de diluyente RD1W junto con 200 uL de muestra, para el caso de la curva se
inici6 con una concentracion de 1000 pg/mL realizando diluciones seriadas hasta llegar a 15.6
pg/mL. Se dejo reposar durante dos horas, se aspird el contenido de cada pozo y fue lavado 3
veces con buffer de lavado, después se adicionaron 200 uL de conjugado, se incubo durante dos
horas, seguido por aspiracion y lavado tres veces con su buffer correspondiente. Se pusieron
200 pL de solucidon de sustrato y se incubo durante 20 minutos en oscuridad y temperatura
ambiente. Finalmente, se agregaron 50 pL de solucion de parada (H2SO4 2N). Se leyd a una
absorbancia de 450 nm y 570 nm. La sensibilidad del ensayo es de 5.0 pg/mL citado por el

fabricante.

IV.6. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa NCSS (version 2011). Todos los datos se
expresaron como media + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes. El
analisis estadistico se realizé mediante un andlisis de varianza (ANOVA-GLM). Se llevo a cabo
una prueba de Tukey para detectar las diferencias entre las medias, estableciéndose un nivel de
confianza del 95 %. Las graficas expresadas en los resultados fueron realizadas utilizando el

software Origin 8.5 y las barras de errores representan la desviacion estandar.
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V. RESULTADOS

V.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos por métodos espectrofotométricos
V.1.1 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales de las distintas partes (tronco, tallo, hojas) de Bucida buceras en
sus diferentes solventes (acetona, acuoso, etanol, metanol) fueron evaluados por el método de
Folin-Ciocalteu, mostrando un rango que va desde los 286.78 hasta 654.13 ng EAG/mg de
extracto (Figura 10). En este estudio el contenido de fenoles totales entre las tres partes de la
planta difieren significativamente (P<0.05). El mayor contenido de fenoles totales se encontr6
para el tallo (561.86 pg EAG/mg), seguido por la hoja (477.86 ug EAG/mg) con diferencia
significativa y el menor valor se obtuvo para el tronco (425.23 pg EAG/mg) sin detectar

diferencia significa (P > 0.05) entre estas ultimas partes.

Resulta interesante destacar que entre los extractos, la hoja acuoso (654.13 ug EAG/mg)
y el tallo metanol (614.06 ug EAG/mg) tuvieron los contenidos méaximos de polifenoles. Siendo
precisamente los solventes agua y metanol los de mayor capacidad extractora. El orden de
efectividad del solvente en la extraccion de fenoles para la planta fue; acuoso (552.36 pg
EAG/mg)~= metanol (546.23 ng EAG/mg)™> etanol (472.03 ng EAG/mg)*> acetona (382.65 ug
EAG/mg)*. El solvente acetona fue el que menor concentracion de fenoles totales obtuvo para
las tres partes de la planta, 286.78, 389.24 y 471.93 ug EAG/mg de extracto para hoja, tronco y

tallo respectivamente.
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Figura 10. Contenido de fenoles totales en las muestras de Bucida buceras extraidos con
diferentes solventes. Los valores representan la media + DE (n=3). Valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre la misma parte de la planta en diferente
solvente. Valores con diferente letra maytscula son significativamente diferentes (p<0.05) en
el mismo solvente para parte de la planta.

V.1.2 Cuantificacion de flavonoides

De los mas de 8000 polifenoles alrededor de 4000 flavonoides han sido identificados. Los
flavonoides son un grupo diverso y mayoritario de metabolitos secundarios perteneciente a los
compuestos fenolicos que se dividen en diferentes subclases segiin su estructura quimica:
flavonoles (doble enlace C>-Cs, con un grupo hidroxilo en la posicion 3 ej. Rutina, quercetina),
flavonas (estructura basica doble enlace C»-C3), flavanonas (enlace simple C»-Cs), flavanoles
(enlace simple C»-Cs3, el anillo C es pirano ej. Catequinas), antocianidinas (el anillo C es pirano,

enlaces 1-2 y 3-4 son insaturados), cumarinas (esculetina) e isoflavonoides, de los cuales
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flavonas y flavonoles son los mas diversos estructuralmente. El andlisis de flavonoides de
estructuras similares por métodos colorimétricos es capaz de detectar flavonas y flavonoles
mediante un complejo estable con el cloruro de aluminio, mientras que flavanonas y flavanoles
reaccionan mejor con el 2,4-dinitrofenilhidrazina. La suma de los contenidos determinados por

los 2 métodos individuales representa el contenido total real de flavonoides.

V.1.2.1 Flavonoides cloruro de aluminio (AlCl3) flavonas y flavonoles

El contenido de flavonoides principalmente el tipo flavonas y flavonoles donde el grupo ceto
del C4 y el grupo hidroxilo del C3 o C5 respectivamente forman un complejo amarillo estable
con el cloruro de aluminio fue evaluado en distintos extractos de Bucida buceras. La cantidad
de flavonas/ flavonoles vario considerablemente segun la parte y el tipo de solvente desde 24.00

hasta 314.44 ng EC/mg (Figura 11).

El tallo present6 un significante alto nivel en un rango de concentracion de 69.52-314.44
pug EC/mg segun el solvente con una media de 218.76 ug EC/mg, (P<0.05) comparado a la hoja
(127.57 pg EC/mg) y al tronco (35.97 nug EC/mg). Se destaca en el tallo la gran acumulacion de
flavonoides alcanzando 6 veces la concentracion respecto al tronco donde se obtuvo el contenido
significativamente mas bajo. Esta distribucion de flavonoides segln la parte anatémica de la
planta esta estrechamente relacionada al contenido de fenoles totales, donde se observo similar
agrupamiento en su biosintesis. El porciento de flavonas/ flavonoles respecto a los fenoles

totales fue de 8, 27 y 39% para tronco, hoja y tallo respectivamente.

Al evaluarse el efecto del solvente sobre la extraccion de este tipo de flavonoides se obtuvo
que metanol y etanol fueron los mejores solventes. La capacidad extractora resulto6 significativa
en el siguiente orden descendiente: metanol (174.80 ug EC/mg)= etanol (157.00 ug EC/mg)>
acetona (120.98 ng EC/mg)> acuoso (56.94 ng EC/mg). A diferencia de la extraccion de fenoles
totales en el cual el solvente mas polar (agua) fue mas efectivo para estos compuestos fenolicos,
los solventes de mediana polaridad resultaron mas eficientes. Sorprendente resulté que el agua
tuvo los rendimientos mas bajos en las diferentes partes de la planta. Este resultado apunta a que

las flavonas/ flavonoles presentes en Bucida buceras pueden ser de mediana solubilidad.
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Figura 11. Contenido de flavonas y flavonoles en las muestras de Bucida buceras extraidos con
diferentes solventes. Los valores representan la media + DE (n=3). Valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre la misma parte de la planta en diferente
solvente. Valores con diferente letra mayuscula son significativamente diferentes (p<0.05) en
el mismo solvente para parte de la planta.

Ciertas clases de polifenoles en plantas, tales como flavonoles, flavonas, isoflavonas y
antocianinas son usualmente glucosiladas. La glucosilacion influye en sus propiedades fisica,
quimica y bioldgica, incluyendo la absorcidon y biodisponibilidad. Ademas estd reportado que
las agliconas de compuestos fenolicos (fenol sin azucar) exhiben superior actividad antioxidante

que sus glucédsidos (Kim y Lee, 2004).
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V.1.2.2 Flavonoides 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) flavanonas y flavanoles

Las cetonas y aldehidos reaccionan con el 2,4 dinitrofenilhidrazina para formar 2,4-
dinitrofenilhidrazona de color amarillo-naranja. Las flavanonas y flavanoles carentes del doble
enlace C»-C3 forman hidrazonas y son facilmente cuantificadas por este método. Las
concentraciones de flavanonas y flavanoles en los diferentes extractos, se muestran en la figura
12. Los resultados indican diferencia significativa en el contenido en los distintos extractos
variando desde 114.05 pg EN/mg hasta 228.75 ng EN/mg de extracto en hoja acetona y tronco
acetona respectivamente. Al considerar el efecto de la acumulacion de estos metabolitos segin
la parte anatomica de la planta se muestra que el tronco (175.06 pg EN/mg) y el tallo (150.67
png EN/mg) presentaron las cantidades mas elevadas (P< 0.05). Mientras la hoja (118.94 ng
EN/mg) tuvo el menor contenido de este tipo de flavonoides con valores entre 114.05 -124.63

ug EN/mg en cada extracto.

Estos resultados claramente indican que la produccion de estos metabolitos no esta
omnipresente en toda la planta, sino que su sintesis depende de la estructura anatomica de la
planta. A diferencia del contenido de flavonas y flavonoles abundante en el tallo y escaso en el
tronco. Los flavonoides del tipo flavanonas y flavanoles en el tronco fueron mayoritario
alcanzando una relacion 5:1 en relacion a los flavonas y flavonoles. El porciento de flavanonas/
flavanoles respecto a los fenoles totales fue de 25, 27 y 41% para hoja, tallo y tronco
respectivamente ligeramente mas elevado que el aporte dado por el grupo flavonas y flavonoles,
lo que evidencia que los flavonoides tipo flavanonas y flavanoles son los principales flavonoides

en Bucida buceras.

El efecto de diferentes solventes sobre el contenido de flavanonas y flavanoles presentes
en Bucida buceras se muestra en la figura 12. Comparativamente la habilidad de extraccion de
los distintos solventes sigue el siguiente orden: acetona (168.79 ng EN/mg) > metanol (152.14
ug EN/mg) > acuoso (141.35 pg EN/mg) > etanol (130.59 pg EN/mg) (P<0.05). A pesar de las
diferencias en la capacidad extractora de los solventes sobre los 2 grupos de flavonoides se
puede concluir que el metanol resulto el solvente mas efectivo para extraer la mayor cantidad
de estos compuestos. Por lo que podemos afirmar que los flavonoides presentes en esta planta

son de polaridad media alta.
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Figura 12. Contenido de flavanonas y flavanoles en las muestras de Bucida buceras extraidos
con diferentes solventes. Los valores representan la media = DE (n=3). Valores con diferente
letra mintscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre la misma parte de la planta en
diferente solvente. Valores con diferente letra mayuscula son significativamente diferentes
(p<0.05) en el mismo solvente para parte de la planta.

V.1.2.3 Flavonoides totales

En orden de encontrar la cantidad total de flavonoides en extractos de Bucida buceras se
emplearon 2 métodos espectrofotométricos para la determinaciéon de los dos grupos de
flavonoides: flavonas/flavonoles (AlCl3) y flavanonas/flavanoles (DNP). Siendo la cantidad real

la suma de cada uno dado la contribucion de cada grupo presente (Figura 13).

El contenido de flavonoides totales de los doce extractos analizados se encontrdé en un

rango de 193.15 pg/mg de extracto hasta 491.93 ng/mg de extracto, obtenidos para metanol tallo
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y acuoso hoja respectivamente. El tallo obtuvo los valores significativamente mas altos de
flavonoides totales (369.42 png/mg, P< 0.05) correspondiendo el 59% a flavonas/flavonoles y el

41% a flavanonas/flavanoles.

En el caso de la hoja (246.51 pg/mg) el aporte de flavonas/flavonoles (127.6 ug/mg) y de
flavanonas/flavanoles (118.94 png/mg) fue de casi el 50% para cada grupo de flavonoides. Sin
embargo en el tronco (211.03 pg/mg) los valores fueron significativamente menores y el 83%

de estos compuestos fue de flavanonas/flavanoles.

A pesar de las distintas relaciones en las que se encuentra cada grupo de flavonoides en
las diferentes partes de la planta podemos observar la importancia de cuantificar los flavonoides
totales por ambos métodos. Aunque hay autores que consideran que los flavonoides totales
resultan del obtenido solamente por el AICI3, sin embargo en estos casos se estaria subestimando

el contenido total.

La cantidad de flavonoides totales vari6 significativamente (P< 0.05) segun el tipo de
solvente empleado en las diferentes partes de la planta (Figura 13). Los resultados revelan que
en sentido general metanol (326.95 ug/mg) fue el mejor solvente (principalmente en tallo y
hoja), seguido de acetona (289.78 pg/mg) y etanol (287.60 pg/mg) sin diferencia significativa
(P>0.05). El solvente menos efectivo resulto ser el acuoso (198.29 ug/mg, P< 0.05). Aunque la
extraccion térmica con agua pudiera ser la responsable de alguna degradabilidad por efecto del
calor sobre estos compuestos. Cada solvente posee diferente grado de polaridad que resulta en

distinta fortaleza de extraccion.
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Figura 13. Contenido de flavonoides totales en las muestras de Bucida buceras extraidos con
diferentes solventes. Los valores representan la media + DE (n=3). Valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre la misma parte de la planta en diferente
solvente. Valores con diferente letra maytscula son significativamente diferentes (p<0.05) en
el mismo solvente para parte de la planta.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo un mayor contenido de fenoles
totales determin6 un mayor nivel de flavonoides totales. El tallo tuvo un significante alto nivel
de polifenoles y de estos el 66% corresponde a los flavonoides. De igual forma en la hoja y
tronco también se encontré una alta contribucion con un 52 y 50% respectivamente de los

flavonoides al contenido de fenoles totales.

Dentro de los compuestos fenolicos los flavonoides y los éacidos fendlicos son los
mayoritarios y principales responsables de su actividad antioxidante. Para poder identificar y
cuantificar estos compuestos se utiliza una cromatografia liquida de alta eficiencia de fase

reversa como abordaremos en detalle a continuacion.
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V.2 Identificacion y cuantificacion de flavonoides por HPLC

Para la identificacion y cuantificacion por HPLC, se selecciono un solo extracto de cada una de
las partes de la planta (hoja acuoso, tallo metanol, tronco metanol), para la seleccion se basé en

el contenido de fenoles totales (Figura 10) y de flavonoides totales (Figura 13).

V.2.1 Validacion del método cromatografo para la identificacion y cuantificacion de

flavonoides y acidos fenoélicos.

Para la validacion del método cromatografico en la identificacion y cuantificacion de
flavonoides se evaluaron varios parametros de control de calidad: linealidad (ecuacion de
regresion y el coeficiente de determinacion (R?), sensibilidad (limite de deteccion), precision
intra e inter-dia y exactitud (porcentaje de recuperacion). La tabla 5 muestra los valores de los

parametros para cada analito a cuantificar.

Los resultados de la linealidad permiten afirmar que el método es lineal en el intervalo de
concentracion evaluado desde 7.81 a 1000 ug/mL, con coeficientes de determinacion (R?) >
0.99. La precision del estudio evaluada por la repetitividad de los valores del tiempo de retencion
y determinada por la dispersion de las medidas alrededor del valor medio mostrdé que la
variabilidad intra-dia e inter-dia de flavonoides estuvo en el rango 0.65-5.74% y 4.98-10.76%
respectivamente. Estos resultados claramente indican la alta reproducibilidad lograda

empleando el método analitico desarrollado en esta metodologia.
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Para el andlisis de exactitud se emple6 el método de recuperacion. La recuperacion fue
llevada a cabo por adicion de 0.5 mL de 0.5 pg/mL de la mezcla de los 4 estandares a 100
mg de cada extracto, extraida y analizada por HPLC como se describiéo en materiales y
métodos. La recuperacion se determind independientemente 3 veces y estuvo en el rango
satisfactorio de 100-120% para esculetina, rutina y quercetina con una desviacion estandar
menor de 10%. Particularmente en la catequina se obtuvieron porcientos de recuperacion
inexplicablemente del 300%. La recuperacion adecuada y la baja varianza fueron

consideradas suficientes para determinar cuantitativamente los flavonoides en la planta.

Para la validacion del método cromatografo en la cuantificacion de acidos fendlicos se
evaluaron tres parametros: linealidad del método, precision y exactitud (porcentaje de
recuperacion). La Tabla 11 muestra los parametros de control de calidad para cada analito a

cuantificar.
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Los resultados de la linealidad permiten afirmar que el método para la cuantificacion
de acidos fenolicos es lineal en el intervalo de concentracion de 0.975 a 500 pg/mL con
coeficientes de determinacion (R?) > 0.99. De la Tabla 11 se observa que los porcientos de
variabilidad con relacion al tiempo de elucion de cada acido fendlico fue <5%, con excepcion
del acido gélico donde la repetibilidad intra e interdia fue de 7 y 10% respectivamente. Por
lo que podemos referir que la cuantificacién de estos compuestos por la metodologia usada

es confiable.

Otro parametro de interés para la cuantificacion por HPLC es la exactitud del método
donde se evaluan criterios del método de extraccion y de cuantificacion. Esto se mide a través
del porciento de recuperacion a partir de una muestra de extracto con y sin adicion de los
estandares y que se somete a todo el proceso. Como se observa en tabla 11 el porciento de
recuperacion fue adecuado en un rango de 80-120% para los 4cidos sindpico, cindmico,
cumarico y feralico. El 4cido gélico tuvo una recuperacion del 200%. Sin embargo, el método
no fue capaz de recuperar el acido clorogénico (0%) y el acido cafeico se recuperd en un
182.9%. Este resultado pudiera explicarse debido a la hidrolisis del acido clorogénico (acido
cafeoilquinico) que estructuralmente es un derivado dicarboxilico del acido cafeico (Figura

9) y por consiguiente el aumento al doble de la cuantificacion para este ultimo acido.

V.2.2 Identificacion y cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fenolicos en las

muestras de Bucida buceras.

La siguiente Figura 14 muestra un perfil tipico de un cromatograma con los tiempos de
retencion para cada estandar de flavonoide a una concentracion de 500 pug/mL. Los
flavonoides fueron eluidos con tiempos de retencion (tr) promedios de 11.74+0.11 min
catequina, 13.23+0.09 min esculetina, 25.40+0.11 min rutina y por ultimo 28.99+0.05 min
para quercetina. Como se observa las caracteristicas estructurales de estos compuestos
determinan la afinidad por la fase mévil o estacionaria facilitando la separacion y elucion de
los mismos (Figura 14). La catequina (flavanol) y esculetina (cumarina) con tiempos de
retenciones muy cercanos son los flavonoides mas polares que eluyen primero en la fase
movil. Seguido eluye rutina (ramnoglucésido de la quercetina) y finalmente la quercetina

(aglicona o sin aztcar 1-3-3"-4tetraoxiflavonol) es el compuesto menos polar (mas retenido
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por la fase estacionaria Cig apolar) con el mayor tiempo de retencion. Las formas glucosidicas
de flavonas, flavonoles, flavanonas e isoflavonas son mas polares que sus respectivas formas

agliconas (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma de la mezcla de estdndares y tiempos de elucion. (1) catequina,
(2) esculetina, (3) rutina y (4) quercetina a 280 nm.

Son escasos los estudios que han caracterizado la composicion fendlica en Bucida
buceras Los cromatogramas de los flavonoides identificados en las muestras de Bucida
buceras se presentan en la Figura 15. El anélisis por HPLC de los extractos de hoja, tallo y
tronco muestran una considerable variacion en los compuestos fenolicos entre las diferentes
partes. Se pudieron identificar y cuantificar: catequina, esculetina, rutina y quercetina en las
tres muestras. Esto se logré comparando los tiempos de retencion de cada éarea del pico de

las muestras a identificar con los estandares puros en los cromatogramas.
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Figura 15. Cromatograma de flavonoides en las muestras de Bucida buceras. A) Hoja B)
Tallo C) Tronco de Bucida buceras (1) Catequina (2) Esculetina (3) Rutina (4) Quercetina

La separacion de los flavonoides se muestra en la Figura 15. El panel superior (A) de
la figura muestra el extracto de hoja acuoso. Los cromatogramas del medio (B) e inferior (C)
muestran el tallo y tronco en metanol respectivamente. El cromatograma obtenido para la
hoja acuoso (A) muestra 4 picos que permiten la identificacion de catequina, esculetina,
rutina y quercetina a partir de la comparacion de sus espectros UV y tiempos de retencion
con sus estdndares. Ademas se detectaron 3 picos principales desconocidos con tr de 2.87,
7.85 y 9.27 min que posiblemente sean los responsables de la gran cantidad de flavonoides

totales cuantificados espectrofotométricamente.

Comparado con la hoja se observa que en el cromatograma del tallo (B) también se
identifico la presencia de catequina, esculetina, rutina y quercetina. Particularmente el pico
de esculetina con un tr de 13.07 min alcanzo la mayor altura (mayor area) en relacion a hoja

y tronco, lo que indica un mayor contenido de este compuesto. Sin embargo, los picos
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desconocidos de 7.85 y 9.27 min disminuyeron 10 veces lo que representa una menor

cantidad de estos compuestos fendlicos en el tallo.

El perfil cromatografico en el tronco (C) resultd el de menor cantidad de picos
detectados, aunque se pudieron detectar las sefales de los 4 estandares evaluados (catequina,
esculetina, rutina y quercetina). Estos resultados se corresponden con los bajos contenidos

de fenoles y flavonoides totales cuantificados espectrofotométricamente.

Ademas de la identificacion de flavonoides se determind las cantidades de acidos
fenodlicos en las diferentes partes de Bucida buceras. Los acidos fenolicos constituyen
alrededor de 1/3 de los fenoles y consisten de dos subgrupos: los acidos hidroxibenzoicos y
los 4cidos hidroxicindmicos. Usando HPLC-FR se identificaron por comparacion de los
tiempos de retencion y espectros UV cada uno de los &cidos fendlicos en el siguiente orden
de elucion seglin sus tiempos de retencion: acido galico (tr=7.91 min), acido clorogénico
(tr=17.18 min), acido cafeico (tr= 19.09 min), acido cumarico (tr=26.49 min), acido fertlico
(tr=27.56 min), acido sinapico (tr=27.88 min) y 4cido cindmico (tr=31.68 min) como se

observa en la Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma de la mezcla de estandares y tiempos de elucién (1) Acido Galico
(2) Acido Clorogénico (3) Acido Cafeico (4) Acido Cumarico (5) Acido Ferulico (6) Acido
Sinapico (7) Acido Cindmico.
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Los acidos hidroxibenzoicos tienen en comun la estructura quimica C¢-C; (Figura 17)
El 4cido galico perteneciente a este grupo posee 3 grupos hidroxilos (OH) en posiciones 3, 4
y 5 que le confieren una alta polaridad, por lo cual eluye con facilidad (tg=7.91 min) en la
fase movil polar. Por otra parte, los acidos hidroxicindmicos (Cs-C3) fueron eluidos con
tiempos de retencion entre 17 y 32 min. Estos compuestos aromaticos tienen una cadena
lateral de tres carbonos con un doble enlace responsable de una menor polaridad y mayor
retencion por la fase estacionaria apolar segun la estructura quimica de cada acido fendlico

(Figura 17).

a COOCH COOCH
HO OH @OH
OH OH
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Figura 17. Estructuras quimicas de acidos hidroxibenzoicos (a) y acidos hidroxicindmicos
(b).

Como se observa de las estructuras quimicas (Figura 17) los cambios estructurales por
diferentes sustituciones y adiciones de grupos hidroxilos (OH) o metoxilos (OCH3) conlleva
a la separacion de los acido fenoélicos (Figura 17). El 4cido clorogénico (acido cafeoilquinico)
es un derivado dicarboxilico con 3 grupos OH adicionales a un cicloalcano eluyé ~2 min
antes que el acido cafeico dado a su mayor afinidad (mas polar) por la fase moévil. De igual
forma podemos ver un retardo de 7 min entre el acido cafeico y el acido cumarico producto

de la eliminacion de un OH, lo que disminuye su polaridad (mayor tr). Ademas la sustitucion

73



de un grupo OH del 4cido cafeico por un grupo OCH3 del 4cido fertalico aument6 en 8 min
la elucion de este ultimo acido. A pesar de que todos estos acidos pertenecen a los derivados
del 4cido cinamico, a este le correspondi6 el mayor tiempo de retencion (tr =31.68 min). Lo
cual viene dado porque estructuralmente no hay grupo OH que favorezca la polaridad, unido

a un gradiente de la fase movil menos polar.

La separacion e identificacion de los acidos fenolicos en Bucida buceras se muestra en
la Figura 18. El panel superior (A) de la figura muestra el extracto de hoja acuoso. El

cromatograma intermedio (B) e inferior (C) muestra al tallo y tronco en metanol

respectivamente.
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Figura 18. Acidos fenélicos A) Hoja B) Tallo C) Tronco (1) Acido Galico (2) Acido
Clorogénico (3) Acido Cafeico (4) Acido Cumarico (5) Acido Ferulico (6) Acido Sinapico
(7) Acido Cinamico

Se pudieron identificar y cuantificar los 7 acidos fenolicos evaluados: 4cido galico,
clorogénico, cafeico, cumarico, feralico, sindpico y cindmico en hoja, tallo y tronco, y un

pico desconocido mayoritario (= 30 min) abundante en tallo y tronco esto se logro
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comparando sus tiempos de retencion con los de sus estandares puros y el area de pico en los

cromatogramas de las muestras con sus dichos estandares.

La cuantificacion de los diferentes flavonoides y acidos fendlicos identificados en las
muestras de Bucida buceras en sus diferentes partes se resume en la Tabla 12. Estos valores
se obtuvieron por interpolacion de la integracion del area bajo la curva de los diferentes picos

identificados en sus respectivas ecuaciones de regresion lineal de las curvas de calibracion.
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El flavonoide con mayor cuantificacion fue catequina con 133.09 mg/g de extracto, en
un rango de concentracion de 23.45 a 73.97 mg/g en tronco y hoja respectivamente. La
catequina resulto el flavonoide mas abundante en las tres partes de la planta. Dentro del grupo
de flavanoles/flavanona cuantificado por DNP (Figura 12) podemos decir que el 30% es de
catequina. El alto contenido de este compuesto en las hojas de Bucida buceras concuerda con

la abundancia de este metabolito en las hojas del té verde (Camellia sinensis).

La esculetina fue también cuantificada en alta concentracién (46.26 mg/g) en
cantidades de 6.61 a 28.12 mg/g en tronco y tallo respectivamente. El tallo fue la parte con

mayor cantidad de esculetina.

Los flavonoles rutina y quercetina fueron encontrados en cantidades minimas dentro
de los flavonoides. Particularmente la rutina, el glucdsido de quercetina fue encontrada en
mayor concentracion en el tallo (2.40 mg/g) alcanzando el 70% de la acumulacion de este
metabolito y solo en trazas en el tronco. Estos resultados concuerdan con lo cuantificado
espectrofotométricamente por el método de AlCI3, en el cual el tallo present6 el contenido
mas alto de flavonas/flavonoles, mientras el tronco tuvo 6 veces menos. Por otro lado,
quercetina la aglicona (flavonol sin aztcar) fue encontrada en niveles muy bajos (trazas) en

tallo, tronco y hoja (Tabla 12).

Como puede ser concluido del analisis cromatografico la distribucion de flavonoides
depende de la estructura anatomica de la planta. El mayor contenido de compuestos fenolicos
identificados se obtuvo en la hoja con un valor de 112.2 mg/g de extracto, mientras el tronco
solo alcanz6 35.42 mg/g. El flavanol catequina fue encontrado como el principal flavonoides

en las diferentes partes de la planta.

Los 4cidos fendlicos en Bucida buceras estuvieron cuantificados en menor cantidad
que los flavonoides, sin embargo se logro6 identificar un mayor numero de estos polifenoles.
El acido galico fue el principal compuesto con un contenido total de 38.4 mg/g (92% del
total), teniendo una cantidad significativamente mayor la hoja (25.80 mg/g, P<0.05). Entre
tallo (7.24 mg/g) y tronco (5.36 mg/g) no se encontrd diferencia significativa (P>0.05) y las
concentraciones fueron mucho menor. Los acidos hidroxicindmicos (clorogénico, cafeico,
cumarico, ferulico, sinapico y cindmico) se encontraron en un rango de 0.0806 a 1.518 mg/g

representando el 8% del total de los acidos fendlicos. El orden decreciente de acidos fendlicos
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en Bucida buceras fue: acido galico>> 4cido ferulico>acido sinapico~ acido clorogénico~

acido cumarico >acido cafeico > acido cinamico.

Generalmente los 4cidos fendlicos hidroxicindmicos obtuvieron la mayor
cuantificacion en el tallo con 1.21 mg/g de extracto seguido de hoja con 1.146 mg/g de

extracto y la menor se encontrd en tronco con un valor de 0.3937 mg/g de extracto.

V.3 Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Diversos estudios han reportado que cambios en la polaridad del solvente transforman la
capacidad de extraer grupos especificos de compuestos antioxidantes que pueden afectar la
capacidad antioxidante dado que compuestos antioxidantes de varias polaridades pueden
existir en las plantas. Los compuestos fenolicos en Bucida buceras son considerados como
los compuestos antioxidantes mas importantes dado a su elevada capacidad y amplia
distribucion. Los compuestos fendlicos exhiben su actividad antioxidante mediante varios
mecanismos tales como: donacidon de atomos de hidroégeno, secuestro de especies reactivas

(OH, Oz, NO, H20») o por unién a metales de transicion especialmente el hierro y cobre.

Debido a los multiples mecanismos de reaccion y diferentes fases de los reaccionantes
no hay un método simple y universal que pueda medir exacta y cuantitativamente la
capacidad antioxidante total en un sistema complejo. Por consiguiente, es necesario incluir

varios métodos para cubrir las propiedades de tan complejo grupo de compuestos.

V.3.1 Capacidad de secuestro del radical libre DPPHe

El poder de secuestro del radical libre DPPH, el cual contiene un electron impar responsable
de la absorbancia a 517 nm y del visible color morado oscuro, fue conducido para evaluar la
actividad antioxidante. Los diferentes extractos exhibieron una significativa inhibicion de la
actividad del control DPPH dependiente de la concentracion. Como se observa en la Figura
19 el efecto de inhibicion medio (ICso) del radical de DPPH vari6 entre 6.43 y 24.09 pg/mL.
En este caso mientras mas pequefio es el valor, mayor es su capacidad antioxidante debido a

que menor cantidad de muestra es requerida para lograr la decoloracion del 50% del control
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DPPH. En este trabajo se pudo comprobar el fuerte poder antioxidante que presenta la planta

Bucida buceras.

Los doce extractos fueron analizados en un rango de 5 a 25 pg/mL. Los datos obtenidos
en este estudio revelaron que la mayor actividad anti-radical se obtuvo en el tallo (7.61
ug/mL), seguido de la hoja (9.56 pug/mL, P >0.05) y por ultimo el tronco (17.29 a 24.08
pg/mL, P<0.05). La actividad de secuestro del radical DPPH esta en correspondencia con el
contenido de fenoles y flavonoides totales, obteniéndose valores de correlacion de Pearson

altamente significativos de -0.565 y -0.434 respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Correlacion de Pearson, entre compuestos fenolicos y actividad antioxidante.

Tratamiento
Tratamiento Fenoles Flavonoides Flavonoides Flavonoides DPPH FRAP
Totales Totales AICI3 DNP
Fenoles Totales 0,269** 0,3054%** -0,1293NS -0,5652%*  (0,8267**
Flavonoides Totales | 0,269%* 0,7282%* 0,1647NS -0,4343**  -0,0067NS
Flavonoides AICI3 | 0,3054** 0,7282%* -0,5561** -0,7329%*  0,1055NS
Flavonoides DNP |-0,1293NS  0,1647NS -0,5561** 0,5976**  -0,1586NS
DPPH -0,5652%*  -0,4343** -0,7329** 0,5976** -0,4103*
FRAP 0,8267** -0,0067NS 0,1055NS -0,1586NS -0,4103*

Dado que la capacidad extractora de los compuestos antioxidantes depende de la
polaridad del medio de extraccion, se observd una fuerte dependencia de la actividad
antioxidante al tipo de solvente empleado (Figura 19). Similar al comportamiento que se
obtuvo para los compuestos fendlicos. En la planta los extractos obtenidos con solvente
metanol y acuoso presentaron superior actividad antioxidante (10.78 y 11.01 ug/mL)
comparado con la acetona (14.62 pg/mL, Tukey, P <0.05) donde se extrajo menor cantidad
de fenoles y por consiguiente una mas pobre actividad antioxidante. Aunque es una actividad

antioxidante potente comparada al control &cido ascorbico (vitamina C): 12.5 pg/mL.
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Figura 19. Capacidad de secuestro del radical libre DPPHe de las muestras Bucida buceras
extraidos con diferentes solventes. Los valores representan la media + DE (n=3). Valores con
diferente letra minuscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre la misma parte de la
planta en diferente solvente. Valores con diferente letra maytscula son significativamente
diferentes (p<0.05) en el mismo solvente para parte de la planta.

V. 3.2. Ensayo del poder reductor del hierro férrico (FRAP)

La capacidad antioxidante total es la mejor via de representar los efectos combinados de
fenoles y otros compuestos reductores en los extractos de plantas y es expresado en términos
de equivalentes de 4acido ascérbico (WM EAA). El poder reductor del hierro férrico (FRAP)
fue estimado por su habilidad para reducir el TPTZ-Fe(Ill) a TPTZ-Fe(Il) con la aparicién
de un color azul intenso segiin sea la capacidad antioxidante. Al igual que el ensayo de
secuestro del radical de DPPH ambos métodos miden la habilidad del potencial antioxidante
para transferir 1 electron y reducir radicales, carbonilo, metales; el cual usa el cambio de

color del oxidante como indicador del punto final.

El poder reductor de los diferentes extractos exhibié una actividad dependiente de la
concentracion, los valores estuvieron en un rango entre 1969.39 a 4844.44 uM EAA/mg de
extracto (Figura 20). La contribucion de la parte anatomica de la planta al poder reductor

mostré que el tallo presentd los valores mas altos de actividad antioxidante 3860.19 uM
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EAA/mg, seguido de la hoja (3298.05 uM EAA/mg Tukey P <0.05). Presentando el tronco
(3030.23 uM EAA/mg) el poder reductor (actividad antioxidante) mas bajo.

Estos resultados concuerdan con los contenidos de fenoles y flavonoides totales
cuantificados en esta planta donde se encontr6 una alta y positiva correlacion de Pearson
(Tabla 13) entre el FRAP vs. fenoles totales (r=0.827). Estudios cientificos han establecido
que los fenoles son los principales compuestos en las plantas con actividad antioxidante
derivado de su propia habilidad redox. Los compuestos fendlicos son una clase de agentes
antioxidantes, los cuales pueden secuestrar y neutralizar radicales libres. Los flavonoides y
flavonoles poseen capacidad antioxidante como resultado de su naturaleza secuestradora y

propiedades quelantes (Florence et al., 2011; Iloki et al., 2015).

El poder reductor (FRAP) correlacion6 negativa y significativamente con la actividad
anti-radical (DPPH) (r=-0.410). Como se muestra en las Figuras 19 mientras mas pequefio
es el ICso (actividad de secuestro del DPPH) maés alto es el valor del FRAP, siendo mas
potente el extracto como antioxidante. De manera general, se demuestra que la actividad

antioxidante seglin la parte presenta la siguiente fortaleza: tallo > hoja> tronco.

A partir de la Figura 20 podemos destacar que el tipo de solvente empleado contribuye
de forma particular con el poder reductor en los diferentes extractos. Los solventes acuoso y
etanol mostraron el poder reductor significativamente mas elevado (3811.18 y 3612.21uM
EAA/mg respectivamente) con respecto a acetona (2668.56uM EAA/mg, Tukey P <0.05).
Este comportamiento pudiera estar relacionado con la presencia de compuestos fenolicos mas

polares en la planta los que aportan una mayor actividad antioxidante para estos solventes.
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Figura 20. Capacidad antioxidante evaluada por el poder reductor FRAP de las muestras
Bucida buceras extraido con diferentes solventes. Los valores representan la media + DE
(n=3). Valores con diferente letra mintscula indican diferencia significativa (p<0.05) entre
la misma parte de la planta en diferente solvente. Valores con diferente letra maytscula son
significativamente diferentes (p<0.05) en el mismo solvente para parte de la planta.

V.4 Capacidad Retinoprotectora de Bucida buceras

El deterioro de la homeostasis redox normal y la consecuente acumulacion de biomoléculas
oxidadas ha sido vinculada a wuna gran variedad de enfermedades oculares
(cataratas, glaucoma, uveitis, fibroplasia retrolental, degeneracion macular senil y varias
formas de retinopatia: retinopatia diabética y pigmentaria). Una de las causas de pérdida de
vision ocurre a través del dafio oxidativo a las células del epitelio pigmentario de la retina

(EPR) dado a su elevada vulnerabilidad al estrés oxidativo.

El tratamiento con perdxido de hidrogeno (H20:) sobre cultivos celulares es un modelo
comunmente empleado para evaluar la susceptibilidad al estrés oxidativo o la eficiencia de
antioxidante en diferentes tipos de células que estan en riesgo alto de dafo oxidativo, tales

como las células del epitelio pigmentario de la retina. Numerosos estudios han analizado la
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respuesta de los cultivos celulares al H>O» cuando es adicionado al medio de cultivo como
simple o repetidos pulsos con el proposito de investigar la respuesta celular al estrés oxidativo
como puede ocurrir naturalmente en condiciones de patologias cronicas. Aunque el método
acoplado a una enzima/sustrato (GOx) permite la generacion extracelular contintia del H,O»

como una alternativa a la inestabilidad de los tratamientos en pulso.

Diversas anomalias, tanto en la estructura como en la funcion secretora del EPR se han
encontrado relacionadas con patologias de la retina. La degeneracion retiniana se define
como el deterioro de la retina causado por la muerte progresiva de sus células. Por lo general,
en condiciones naturales existe un equilibrio entre las moléculas promotoras y las inhibidoras
de la angiogénesis. Sin embargo, cuando estas condiciones son alteradas, como sucede
durante los episodios de hipoxia, estrés oxidativo o inflamacion, este equilibrio se rompe
inclinando la balanza hacia la formacion de vasos anormales. La angiogénesis patoldgica en
el ojo puede conducir a un deterioro visual grave. La terapia antiangiogénica como un nuevo
enfoque en el tratamiento de las enfermedades de neovascularizacion retiniana y coroidea va
encaminada a la inhibicion del factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A)
(citocina soluble que favorece la angiogénesis y aumenta la permeabilidad vascular)
desempefiando un papel importante en la formacion de neovasos, por lo que distintos

farmacos van dirigidos contra el VEGF.

V.4.1 Efecto retino-protector de Bucida buceras a 1a muerte celular inducida por el

estrés oxidativo con H20:.

En este estudio la adicion de H,O» fue usado para inducir el estrés oxidativo en células ARPE-
19. Después de 24 h de incubacién con H>O: la viabilidad fue reducida de una manera
dependiente de la concentracion del oxidante (Figura 21). A una concentracion ~1000uM la
viabilidad celular fue reducida en un 50% evaluada por el método de MTT. Co-tratamientos
con Bucida buceras en un rango de concentracion de 50 a 1600 pg/mL no comprometen la
viabilidad celular del cultivo (Figura 20 inserto) por la baja toxicidad presentada hasta la

concentracion de 1600 pg/mL.

La Figura 21 muestra que co-tratamientos con el antioxidante puede atenuar la muerte

celular inducida por el H,O; principalmente en las concentraciones de 1200 y 1600 uM
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lograndose casi un 20% de incremento en la proliferacion celular en las concentraciones de
mayor toxicidad con recuperacion en la morfologia celular (A). Similar resultado fue
obtenido para los tratamientos con GOx (Figura 21 B) sobre la disminucion de la
concentracion de H>O» por generacion con GOx bajo tratamiento con Bucida buceras y por
consiguiente menor efecto toxico sobre las células de retina (ARPE-19). Estos resultados

apuntan al efecto retino-protector ejercido por Bucida buceras inducido a un reto oxidativo.

El cambio significativo en la morfologia celular con el aumento de los niveles de H2O>
en las células ARPE-19 se asocié con una disminucion en la concentracion de proteinas
dependiente de la dosis del perdxido. Sin embargo, el tratamiento con Bucida buceras
permitié un aumento significativo de la proteina celular (Figura 20 A). A partir de estos
resultados es evidente que el tratamiento del antioxidante ejerce un efecto beneficioso sobre
la tolerancia al estrés oxidativo. La pérdida de proteina a partir de la capa de células en
comparacion con los cultivos controles fue relacionado con la accion citotoxica de HoOo.
Debido a que la disminucion en la concentracién de proteina podria representar un efecto
citostatico o citotoxico; el ensayo de MTT fue realizado en los diferentes modelos de
induccion. Considerando que tratamientos con 100 uM de H>O> o 5 mU/mL GOx resultaron
no toxico a las 24 h un incremento a 900 uM en pulso de 6 32.5mU/ mL de GOx resulté en
un 50% de la fraccion de supervivencia alcanzando un 80% de muerte celular en 1600 pM o

50 mU/mL de GOx (Figura 20 B).
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Figura 21. Efecto protector de Bucida buceras (1600 pg/mL) sobre la muerte celular inducido por
adicion de 12.5 a 1600 uM H»O- de en un cultivo de ARPE-19 a las 24 h. Inserto corresponde al
estudio de toxicidad celular de Bucida buceras en un rango de concentracion de 50 a 1600 pg/mL
(A). Los niveles de H,O, en GOx a 24 h fueron cuantificados usando el reactivo de FOX (B). Valores
son expresados como media +DE en uM (n=3 experimentos independiente). Morfologia celular es
presentada (aumento original 40x). *p<0.05 diferencias significativas entre valores de control de
células vs H,O, tratadas. ** p<0.01 diferencias significativas entre valores con tratamientos
antioxidantes vs H,O, tratadas, ns diferencias no significativas por el test de Tuckey.
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En la Figura 22 B es claramente visible que las células tratadas con perdxido de
hidrégeno estan perdiendo su capacidad de dividirse de una manera dependiente de la
concentracion. La capacidad de proliferacion en 1600 pM no se pudo recuperar después de
24 h después del inicio del desafio oxidativo. Esta inhibicion permanente en la proliferacion
podria atribuirse a la persistente presencia de agregados de proteinas en las células ARPE-

19.

Cambios significativos en la morfologia celular con el incremento de la concentracion
del oxidante y la capacidad protectora del antioxidante fueron apreciados (Fig. 21 B). Las
cé¢lulas ARPE-19 control presentan forma de huso alargado caracteristico de una morfologia
epitelial de retina. Al someter estds células a tratamientos con perdxido estas adoptan un
aspecto muy diferente que se va acentuando con la graduacion del estrés oxidativo. Se
observo que el soma celular pierde el aspecto fusiforme y se hace globuloso dificultando la
percepcion de los nucleos celulares. Efectivamente se observo que el co-tratamiento con
Bucida buceras es capaz de reducir el grado del dafio oxidativo al preservar en alguna medida

sus caracteristicas morfologicas.

V.4.2 Actividad Moduladora de la Angiogénesis por Bucida buceras.

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos
preexistentes y es el resultado de un conjunto ordenado de eventos modulados, in vivo, por
una variedad de agentes inhibidores o inductores de la misma (Shibuya, 2008). Numerosos
estudios indican que la angiogénesis es el resultado del balance entre factores pro y
antiangiogénicos, particularmente en la disminuciéon de la produccion de proteinas
inhibidoras. Este proceso es estimulado por el VEGF, que es el factor de crecimiento mas
especifico y potente, tanto para la angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes) como para la vasculogénesis (desarrollo de nuevos vasos

sanguineos a partir de un tejido indiferenciado) (Karamysheva, 2008).

Los niveles de VEGF en los sobrenadantes del cultivo celular se cuantificaron mediante
ELISA después de 30, 60, 120 min de contacto con el H>O> y a las 24 h de co-tratamiento
con Bucida buceras (Figura 23). Los resultados en la concentracion de proteina VEGF

indican que los tratamientos en pulso con H>O» (Figura 23 A) presentaron una tendencia al
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aumento (493.57 y 507.28 pg/mL) dependiente de la concentracion 125 y 500 uM
respectivamente. Aunque estadisticamente no fue detectada diferencia significativa en
relacion a la concentracion del oxidante y el tiempo de contacto comparado al grupo control

o sin peroxido (412.03 pg/mL, P >0.05).

Las células ARPE-19 tratadas con Bucida buceras y en co-tratamiento con H>O; en
pulso (125 y 500 uM) exhibieron un marcado aumento significativo en el contenido de VEGF
(839.37,930.56 y 1116.67 pg/mL respectivamente) comparado a las células control (412.03
pg/mL, P <0.05). El efecto inductor de Bucida buceras en la secrecion de VEGF sobre las
células bajo reto oxidativo con peroxido muestra que los niveles de VEGF se elevaron
significativamente en presencia del extracto a 1.9 y 2.2 veces al nivel de concentracion de

H>0, 125 y 500 uM respectivamente a las 24 h de co-tratamiento.

La induccién enzimatica de H2O2 con GOx 2.5 y 10 mU/mL mostr6 un nivel de VEGF
de 480.51 y 490.52 pg/mL respectivamente comparado a las células control (491.94 pg/mL,
P >0.05) (Figura 23 B). Este comportamiento fue similar al obtenido con el efecto oxidativo
inducido por el tratamiento a pulso, lo cual pudiera venir a dado a requerir un mayor tiempo
de contacto con el oxidante para provocar el aumento en la produccion del factor
angiogénico. De igual forma el tratamiento con Bucida buceras con y sin GOx favorecio el
incremento significativo en la secrecion de VEGF en niveles de 1323.25, 1263.26 y 799.30
pg/mL en 10, 2.5 mU/mL y sin GOx, P <0.05 respectivamente. Este aumento representd un
2.6 y 2.7 veces en el nivel de VEGF con respecto a las células ARPE-19 tratadas solamente

con GOx.
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Figura 23. Efectos de Bucida buceras en el nivel de VEGF inducido por reto oxidativo con
perdxido en células ARPE-19. Las células ARPE-19 se expusieron a induccion a pulso a
125 y 500 uM de H>O> (A) y enzimatico con GOx 2.5 y 10 mU/mL (B) a 30, 60, 120 min
en cotratamiento con 500 pg/mL de extracto durante hasta 24 h. Valores expresados como
media =+ DE en pg/mL (n=3 experimentos independiente). Valores con diferente letra
minuscula indican diferencia significativa p<0.05 por el test Tuckey.
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VI. DISCUSIONES

VI.1 Cuantificacion de compuestos fenolicos por métodos espectrofotométricos

VI.1.1 Cuantificacion de fenoles totales

En este trabajo, el tallo de Bucida buceras tuvo la mayor cantidad de fenoles totales, mientras
que la hoja present6 un nivel intermedio y el tronco el valor mas bajo como se muestra en la
figura 11. Generalmente diferencias en la acumulacion de metabolitos secundarios entre
varias partes ocurren en plantas medicinales. Las cantidades de metabolitos secundarios
varian entre especies y aun entre diferentes partes de una misma especie (Mampihiswana et
al., 2010). Mientras ciertos compuestos son comunes a muchas partes de una planta otros son
restringidos a una parte anatomica definida (semilla, tallo, hoja, fruto, etc.) (Iloki et al.,

2015).

Las diferentes partes de una misma planta pueden sintetizar y acumular diferentes
compuestos o distintas cantidades de un compuesto en particular debido a su expresion génica
diferencial. Muchos estudios han confirmado que la cantidad y composicion de compuestos
fendlicos es diversificada a un nivel sub-celular y dentro del tejido de la planta. Nuestros
resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por Hyder et al. (2002) (Larrea
tridentata o Gobernadora) y Mampihiswana et al. (2010), quienes reportaron mayor

contenido de polifenoles en hojas y frutos, seguido del tallo y por tltimo Ia raiz.

Las plantas producen compuestos fenolicos en diferentes partes anatomicas en
respuesta a condiciones ambientales adversas. Los cambios climaticos tales como:
temperatura elevada, baja humedad (aridez) promueven la produccion de compuestos
fenolicos. Ademas los compuestos fenolicos desempenan importantes roles en la fisiologia y
alelopatia de la planta activando mecanismos de defensa contra varios tipos de estrés causado

por patogenos, plagas, agentes polinizadores y condiciones ambientales.

En general la extractibilidad de un componente particular depende de la polaridad del
medio de extraccién (indice de polaridad o IP), de la relacion soluto/solvente y de la

solubilidad del compuesto (tipo de polifenol) en el solvente de extraccion. Particularmente

90



la solubilidad de los polifenoles esta determinada por la presencia y posicioén de los grupos
hidroxilos, el tamafio molecular y la longitud de los constituyentes de la cadena
hidrocarbonada. Como se observa en la Figura 11 los compuestos fenolicos fueron extraidos
en mayor cantidad (=550 ug EAG/mg) en los solventes polares (agua-IP=9 y metanol-
IP=6.6), lo que demuestra la naturaleza polar de los compuestos fendlicos presentes en
Bucida buceras. Mientras que una extractabilidad inferior se obtuvo en solventes menos

polares etanol (IP=5.2) y acetona (IP=5.4).

Atendiendo a la Figura 10 cabe subrayar la riqueza en compuestos fenolicos de la
Bucida buceras (=500 ug EAG/mg) al compararse con otras plantas de la region del noroeste
(25-600 ng EAG/mg) solo igualada por Krameria erecta (Cosahui) reportada por Jimenez-
Estrada et al. (2013). De igual manera Iloki et al. (2015) reporté un contenido de fenoles
totales entre 250 y 500 pg EAG/mg dependiente de la parte y del tipo de solvente que
concuerda con nuestro estudio. Estos resultados apuntan a una biosintesis regular de estos

metabolitos en el tiempo dado a su eficacia ecolodgica.

Ademés Kuete y Efferth, 2010 reportaron 4 agrupamientos segun el contenido de
fenoles totales clasificandolos en: alto (> 5000 mg EAG /100 g o > 50 ug EAG/mg), medio
alto (3000-5000 mg EAG /100 g), medio bajo (1000-3000 mg EAG /100 g) y bajo (< 1000
mg EAG /100 g). Como se corrobora Bucida buceras presenta un elevadisimo potencial en

el aislamiento de nuevos compuestos polifendlicos bioactivos.

Es dificil seleccionar un solvente apropiado de manera dptima para la extraccion de
fenoles (metabolito secundario) de multiples muestras de material vegetal. Alteracion en la
polaridad del solvente puede ser utilizado para precipitar diferencialmente compuestos
antioxidantes seleccionados. Diversos estudios han mostrado que acetona o sus
combinaciones con agua muestran mejor poder reductor (Kchaou et al., 2013; Teh et al.,
2014). Sin embargo, Siddhuraju y Becker (2003), reportaron que metanol y etanol son
solventes efectivos para la extraccion de compuestos fenolicos, aunque Jayaprakasha et al.
(2010), demostraron que acetona, metanol y agua fueron relativamente inefectivos para la

extraccion de fenoles totales en semillas de uvas.

Los perfiles y rendimientos del contenido fenolico y su actividad antioxidante parece

superior en solventes mas polares. No obstante, es necesario apuntar que los compuestos
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fendlicos estan muchas veces asociados con otras biomoléculas (polisacaridos, proteinas,
terpenos, clorofila y compuestos inorganicos), por lo que la eleccion de un solvente adecuado
para la extraccion de una clase particular de compuesto, debe ser basado en las caracteristicas

estructurales y nivel relacionado a la solubilidad acuosa de una molécula diana en particular.

VI.1.2. Flavonoides cloruro de aluminio (AICl3) flavonas/flavonoles, 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNP), flavanonas/ flavanoles y cuantificacion fendlica por

HPLC.

El contenido de flavonoides del tipo de flavonoles/flavonas evaluados por el método de
AICIl3, mostr6 una amplia variacion desde 24.00 hasta 314.44 ug EC/mg (Figura 10) entre las
diferentes partes estando muy influenciado en cada caso por el tipo de solvente usado. A
diferencia de la extraccion de fenoles totales en el cual el solvente mas polar (agua) fue mas
efectivo para estos compuestos fenolicos, los solventes de mediana polaridad resultaron més
eficientes. Sorprendente result6 que el agua tuvo los rendimientos mas bajos en las diferentes
partes de la planta. Este resultado apunta a que las flavonas/ flavonoles presentes en Bucida

buceras pueden ser de mediana solubilidad.

Los resultados claramente indican que la produccion de flavanonas/ flavanoles (Figura
11) no estd omnipresente en toda la planta, sino que su sintesis depende de la estructura
anatomica de la planta. A diferencia del contenido de flavonas y flavonoles abundante en el
tallo y escaso en el tronco. Los flavonoides del tipo flavanonas y flavanoles en el tronco
fueron mayoritario alcanzando una relacion 5:1 en relacion a los flavonas y flavonoles. En
sentido general el grupo de flavanonas/ flavanoles resultaron mayoritario en Bucida buceras.
Dentro de este grupo la catequina fue el flavonoide mas abundante. El alto contenido de este
compuesto en las hojas de Bucida buceras concuerda con la abundancia de este metabolito

en las hojas del té verde (Camellia sinensis).

Los flavonoles rutina y quercetina fueron encontrados en cantidades minimas dentro
de los flavonoides. Particularmente la rutina, el glucdsido de quercetina fue encontrada en
mayor concentracion. Generalmente, las formas agliconas de flavonoides son compuestos
minoritarios de frutas y vegetales y se encuentran abundantes en hierbas tales como: apio,

perejil, menta, salvia, orégano y tomillo (Sakakibara et al., 2003).
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Por otra parte el contenido de esculetina cuantificada en alta concentracion se
corresponde a los altos niveles reportado para plantas ricas en esculetina como Cinnamomum
cassia (canela de Cassia) que ha reportado entre 0.7 y 12.2 g/kg de corteza. Lo que apunta a
Bucida buceras como una fuente abundante de cumarinas. Estos fitocompuestos fenolicos
tienen muchas actividades biologicas: antitumoral, antiinflamatorios, antisépticos,

analgésicos, antiarritmicos.

Trabajos anteriores reportado por Iloki et al. (2015) encontr6 un contenido de flavonas/
flavonoles y flavanonas/ flavanoles en el rango de 20-70 ng EC/mg y de 50-100 EPN/mg
respectivamente inferiores a lo encontrado en nuestro estudio. Aunque nuestros resultados
coinciden en el hecho de que dentro de los flavonoides el grupo de flavanonas/ flavanoles

fueron los mas abundantes principalmente en el tronco.

Por otra parte se ha reportado la presencia de flavanonas: Buceracidin A (5,2"-
dihidroxi- 3-metoxi-6,7-(2""",2"""-dimetilcromeno) flavanona, Buceracidin B (5,2"-
dihidroxi-6,7-(2"",2""'-dimetilcromeno-)flavanona y flavanonas preniladas (Minimiflorin, 3-

Hidroximinimiflorin, 3-Metoximinimiflorin, Mundulinol) (Hayashi et a/., 2003).

VI1.2. Evaluacion de la actividad antioxidante: secuestro del radical libre DPPHe y poder

reductor del hierro férrico (FRAP)

La concentracion inhibitoria (ICso) de 5-25 ng /ml calculada a partir de la regresion lineal,
indica el fuerte poder antioxidante que presenta este extracto. El secuestro del radical libre
DPPH representa la habilidad de los grupos hidroxilos presentes en el extracto para
secuestrar los radicales libres a través de mecanismos de donacion de hidrogeno o electron.
Esta actividad antioxidante puede estar relacionada con compuestos fenodlicos y carotenos
presentes en la Bucida buceras detectados en los tamizajes fitoquimicos realizados
previamente (Iloki et al., 2015, Iloki et al., 2017). Compuestos antioxidantes puros como el
acido ascorbico, catequina, rutina presentan valores de ICso de 7.88, 7.24 y 13.6 pg/mL
respectivamente comparado a la actividad antioxidante encontrada en extractos crudos de

Bucida buceras.
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De acuerdo a Kuete y Efferth 2010, la capacidad de secuestro del radical libre DPPH
fue también ranqueado segun su IC50: alto (< 50 pg/mL), moderado (50-100 pg/mL) y bajo

(> 50 pg/mL). Como se destaca la planta estudiada presenta.

El FRAP indica la actividad antioxidante del extracto mediante la capacidad de donar
electrones reduciendo el complejo i6n férrico (Fe**)-TPTZ al estado ferroso (Fe?*)-TPTZ. La
union del Fe?" al ligando (TPTZ) genera un intenso color azul, indicando la cantidad de

antioxidantes.

VI.3. Capacidad retinoprotectora de Bucida buceras

El nivel de oxidante y la capacidad antioxidante se midié simultineamente para evaluar el
estrés oxidativo y determinar el poder antioxidante en las células control, en células expuestas
al H2O2 (pulso o enzimatico) y un ultimo grupo en que las células inducidas al estrés
oxidativo que fueron tratadas con un extracto de Bucida buceras. Los co-tratamientos con el
antioxidante Bucida buceras puede atenuar la muerte celular inducida por el H>O»
principalmente en las concentraciones de 1200 y 1600 uM lograndose casi un 20% de
incremento en la proliferacion celular en las concentraciones de mayor toxicidad con
recuperacion en la morfologia celular. Similar resultado fue obtenido para los tratamientos
con 32.5mU/ ml de GOx, Kaczara et al., 2010 observo que células ARPE-19 necesitaron de
24 h para desarrollar un efecto citotéxico con una concentracion efectiva media de 300 pM
a diferencia de lo encontrado en nuestro estudio sus células crecieron en un medio esencial

minimo (MEM).

Zhang et al., 2014 reportaron que 300 uM indujo aproximadamente un 50% de pérdida
en la viabilidad celular a las 24 h, aunque en esta investigacion sometieron a las células a una
desprivatizacion del suero al 1% durante toda la noche previo al ensayo en un medio de
mezcla DMEM/F-12. Similar resultado fue reportado por Yu et al., 2013 en células
epiteliales de lente humano que fueron sometidas a crecimientos en MEM libre de suero en
el momento de la exposicion con el peroxido. La alta sensibilidad de las células a la oxidacion
producida por la apoptosis inducida por la desprivatizacion del suero, propio de la carencia
de los antioxidantes séricos han sido reportado por Kwok et al., 2010; Su et al., 2012; Zhang
etal., 2014.
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Zhang et al., 2014 encontraron que el extracto acuoso de la raiz de Salvia miltiorrhiza
(acido salvianolico A) inhibi6 la escision de caspasa-3 inducido por el H>O> en células del
EPR. El efecto cito-protector de la sal dcido salviandlico se debio ademas a la activacion del
factor de transcripcion Nrf2 y su elemento de respuesta de genes antioxidante-dependiente
(ARE). Un estudio reportado por Iloki ef al. 2015 confirmo6 que la caspasa-3 podria ser un
objetivo parcialmente involucrado en la apoptosis inducida por el H2O2 en el epitelio
pigmentario de la retina. De igual manera este mismo autor report6 que el extracto etandlico
de Bucida buceras fue capaz de prevenir el aumento en actividad de caspasa-3 inducido por
el H>O> en los tratamientos de GOx 25 mU/mL y 800 uM de H>O>, con reducciones del 13

y 51% respectivamente. Similar al efecto protector obtenido en nuestro estudio.

El envejecimiento de la retina y del EPR estd asociado con un incremento en el nivel
del dafio oxidativo. Es generalmente asumido que el estrés oxidativo desempefia un papel
fundamental en el desarrollo o la progresion de la degeneracion macular relacionada con la
edad (DMAE) y de otras retinopatias. La pérdida de la funcion de los fotorreceptores es una
consecuencia del dano oxidativo al EPR (Miranda et al., 2010; Yu et al., 2012). En este
estudio se empled varios métodos para determinar si el tratamiento concomitante con el
extracto puede alterar la respuesta de muerte celular y la homeostasis redox sobre un cultivo
de ARPE-19 expuesto al HO». Los datos presentados muestran que el extracto de Bucida
buceras puede proteger parcialmente al cultivo celular de la muerte celular inducido por el

H>0..

VI1.3. Efecto modulador de la angiogénesis de Bucida buceras.

Para que se produzcan procesos de proliferacion celular, tanto en tejidos normales como
tumorales o retinas dafiadas (angiogénesis patoldgica), es necesaria la presencia de vasos
sanguineos. Como resultado la angiogénesis patoldgica retiniana es la causa principal de
pérdida visual en una gran cantidad de enfermedades: degeneracion macular relacionada a la
edad, retinopatia diabética y retinopatia del prematuro, en otras (Kinnunen y Herttuala,
2012). Por otra parte la formacion de nuevos vasos sanguineos es crucial en la angiogénesis

fisiologica como el desarrollo embrionario, las funciones reproductivas, la cicatrizacion de
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heridas y la formacion de vascularizacion colateral en isquemia cardiaca (Hashimoto, 1994,

Ferrara, 2010).

En nuestro estudio se observé que el extracto de Bucida buceras no presento actividad
antiangiogénica en el modelo de retina evaluado, al incrementar los niveles del VEGF (efecto
pro-angiogénico). A diferencia de recientes estudios que indican como una alternativa
posible el uso del Fucoidan un polisacérido extraido de las algas pardas por su capacidad de
reducir la expresion y secrecion del VEGF, asi como también la angiogénesis inducida por

este factor en varios modelos in vitro de células del EPR (Dithmer ef al., 2014).

El aumento de los niveles de VEGF bajo el tratamiento con Bucida buceras pudiera
ser parcialmente coincidente a lo reportado por Puddu ez al., 2016. En este estudio, el cultivo
de ARPE-19 tratado con los farmacos ranibizumab o aflibercept aumentaron la expresion
génica de ARNm de VEGF-A, lo que sugiere que las células ARPE-19 intentan compensar
la falta de VEGF-A en el medio con el aumento de la transcripcion de VEGF-A. Aunque la
discrepancia entre los niveles aumentados de ARNm y la velocidad de secrecion del VEGF
mantenida puede deberse a los mecanismos postranscripcionales que se producen después de

la produccion de ARNm (Puddu ez al., 2016).

Por otra parte se ha reportado que el resveratrol (compuesto fendlico de las uvas)
protege las células del EPR contra el dafio del estrés oxidativo a través de la estimulacion
bioenergética mitocondrial. Un mecanismo asociado a la proteccion del resveratrol contra el
desarrollo de la neovascularizacion coroidea promovido por el humo del cigarro (Sheu et al.,
2013). Dado la capacidad de atenuar el estrés oxidativo de Bucida buceras pudiera ser este

el mecanismo inhibidor de la angiogénesis.

De igual forma el cucurmin (compuesto fenodlico de la Curcuma longa) ha reportado
reduccion en la migracion transendotelial de monocitos con potencial beneficio en la funcion
barrera del endotelio vascular como mecanismo regulador de la angiogénesis (Monfoulet et
al., 2017). Si consideramos el potencial fendlico de Bucida buceras esto pudiera ser de gran

interés para evaluar su efecto.

Las células epiteliales del pigmento de la retina desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis de la retina y la coroides. Ademas, las células del EPR son

la principal fuente de VEGF en el ojo. Ademas de ser considerados factores patologicos en
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el desarrollo de la degeneracion macular exudativa relacionada con la edad o el edema
macular diabético, los VEGF tienen funciones importantes para la supervivencia y el

mantenimiento de la retina y la coroides sanas (Puddu et al., 2016).
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VII. CONCLUSIONES

El contenido de fenoles totales de Bucida buceras se acumuld mayoritariamente en el tallo,
seguido de hoja y en menor cuantia en el tronco en un rango de 286.78- 654.13 ug EAG/mg.
Los solventes con mejor efectividad extractora fueron agua y metanol mientras que acetona

fue la menos eficiente.

La biosintesis de flavonoides del tipo flavonas/flavonoles fue superior en el tallo,
mientras que las flavanonas y flavanoles fueron abundantes en el tronco en proporcion 5:1
respecto a flavonas/flavonoles contribuyendo a que las flavanonas y flavanoles sean
mayoritarias en Bucida buceras. El metanol fue el solvente mas efectivo para la extraccion

de flavonoides.

La composicion fenolica determinada por HPLC cuantific6 a los flavonoides catequina,
esculetina, rutina y quercetina en mayor concentracion (182.65 mg/g) respecto a los acidos
fenolicos (41.55 mg/g): acido gélico, clorogénico, cafeico, cumarico, feralico, sinapico y
cindmico. La catequina y el 4cido galico fueron los de mayor contenido en la hoja de Bucida

buceras.

La elevada capacidad de secuestro del radical DPPH (ICso: 5-25 pg/mL) y el alto poder
reductor del hierro férrico (FRAP: 1969.39 a 4844.44 uM EAA/mg) destaca el potencial
antioxidante de Bucida buceras con una fuerte correlacion (-0.565 y 0.827) con el contenido

de fenoles totales.

El co-tratamiento con Bucida buceras sobre el cultivo de ARPE-19 protege a las células
del reto oxidativo incrementado la proliferacion y la proteina celular, disminuyendo los
niveles de H>O; y atenuando el dafio morfolégico inducido por las concentraciones mas alta

de la adicion del peroxido de hidrogeno y de GOx.

El tratamiento con Bucida buceras en el modelo de retina estudiado no presento efecto
antiangiogénico, al incrementar el nivel del VEGF, siendo mdas acentuado el aumento tras

induccién con el H>O» por ambos métodos.
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