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RESUMEN

La uva (Vitis vinifera) es uno de los cultivos de gran importancia y mayor envergadura a nivel
mundial para la industria vitivinicola. Su uso en la elaboraciéon del vino y productos derivados en
el Peru es una actividad a gran escala y como consecuencia surgen los subproductos, como la

semilla, con altos contenidos de compuestos fendlicos y aceite.

En el presente trabajo se determina el perfil y contenido de compuestos fendlicos, mediante las
técnicas UHPLC-ESI-MS/MS y UV-Vis; el contenido de aceite, mediante técnicas de extraccidon
tradicional y CO; supercritico; la composicidn de acidos grasos mediante GCy, la evaluacidn del
efecto gastroprotector in vivo del extracto de semillas de uva, que evidencia que conserva alto
contenido de compuestos bioactivos, los cuales son responsables de diferentes actividades

farmacoldgicas, que pueden ser aprovechados de mejor maneray asi darle un valor agregado.

Entre los resultados se observa un alto contenido de aceite (extraido con soxhlet) en semillas de
uva con un valor maximo de 14 % con Soxhlet y un valor maximo de 25 % de acidos grasos,
compuesto principalmente de acido linoleico (71 %). De la misma forma se identifican 27
compuestos fendlicos, donde los flavan-3-oles y procianidinas son los componentes
mayoritarios, el alto contenido de fendlicos se corrobora con el método de Folin Ciocalteu, que
alcanza un valor de 40,3 mg de acido galico por g de semilla. Finalmente, los extractos
alcohdlicos de semillas de uva presentan efecto gastroprotector frente a la Ulcera gastrica
inducida por Naproxeno, el andlisis estadistico sugiere que el tratamiento Ext. MeOH a una dosis
de 600 mg/kg, posee un mayor efecto de entre todos los tratamientos aplicados, con un valor
de inhibicion de 80 % comparable con la Ranitidina. Estos resultados demuestran que la semilla,
residuo de la industria vitinicola, es fuente importante de compuestos bioactivos, moléculas con

importantes aplicaciones.

Palabras clave: Vitis Vinifera, residuos de la industria vitivinicola, UHPLC-MS/MS y efecto

gastroprotector.



ABSTRAC

Vitis vinifera is one of the most important crops worldwide for the wine industry. Its use in the
elaboration of wine and derived products in Peru is a large-scale activity and as a consequence,

by-products arise, such as seed, with high contents of phenolic compounds and oil.

In the present work, the profile and content of phenolic compounds were determined by means
of the UHPLC-ESI-MS / MS and UV-Vis techniques; oil content, using traditional extraction
techniques and supercritical CO;; the formulation of fatty acids by GC and, the evaluation of the
gastroprotective effect in vivo of the grape seed extract, which shows that it conserves the
bioactive compounds content, those that are responsible for the different pharmacological

activities, that can be exploited in a better way and so give it an added value.

Among the results, a high content of oil in grape seeds is observed with a maximum value of
14%, fatty acid with a maximum value of 25%, composed mainly of linoleic acid (71%). In the
same way, 27 phenolic compounds are identified, where the flavan-3-ols and procyanidins are
the major components, the high content of phenolic is corroborated with the Folin Ciocalteu
method, which reaches a value of 40.3 mg of gallic acid per g of seed. Finally, the alcoholic
extracts of grape seeds have a gastroprotective effect against gastric ulcer induced by Naproxen,
the statistical analysis suggests that the treatment MeOH extract at a dose of 600 mg/kg, has a
greater effect of all treatments applied, with an inhibition value of 80% compared with
Ranitidine. These results show that the seed, the residue of the wine industry, is an important

source of bioactive compounds, molecules with important applications.

Keywords: Vitis Vinifera, residues from the wine industry, UHPLC-MS/MS and gastroprotective

effect.
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1. INTRODUCCION

La uva (Vitis vinifera L.), destinada principalmente para la produccién del vino y propdsitos
dietarios, posee semillas oleaginosas que conjuntamente con las hojas, tienen aplicaciones en
medicina herbaria y suplementos (1). Durante los ultimos afios la industria de vinos y piscos en
el Peru ha tenido un crecimiento constante (INNEI, 2017) debido principalmente al crecimiento
de las exportaciones, en consecuencia, la generacién de residuos por la industria vitivinicola
también experimenté un incremento, conduciendo a la contaminacién del ambiente de las
regiones productoras por falta del aprovechamiento adecuado de estos insumos para otros

productos alternativos.

Alo largo de los afios, el vasto cultivo de uvas alcanzé una produccion global de alrededor de 69
millones de toneladas en el 2006 (FAO-STAT, 2007). Dado que el 80 % se usa para la preparacién
del vino, surgen alrededor de 10 millones de toneladas de orujo u hollejo de uva (residuo del
proceso de vinificacion constituido por las semillas, cascara y tallos), producto del
procesamiento de la materia prima. Las semillas constituyen una porcion considerable del orujo,
que asciende al 38 — 52 % en una base de materia seca. Ademas contienen entre 8 — 20 % (w/w)
de aceite (2) y 10 a 20 % (w/w) de compuestos fendlicos en base seca. Por otra parte el aceite
de semillas de uva es rico en acidos grasos insaturados, en particular el acido linoleico (2-4), el

cual es producido principalmente en paises europeos como Italia, Francia y Espafa.

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los parametros de calidad mas importantes de las
uvas y vinos, ya que contribuyen a las caracteristicas organolépticas como el color, la
astringencia y la amargura; también son activos en procesos bioquimicos y tienen efectos
nutracéuticos, incluyendo propiedades antimicrobianas, anticancerigenas y antioxidantes (5,6).
La presencia de los compuestos fendlicos en las cdscaras y semillas dependen principalmente de
factores genéticos, del suelo, del clima y de la viticultura, entre otros (7,8). Debido a estas
caracteristicas y a su gran disponibilidad como importante subproducto de la industria del vino,

este se convierte en una materia prima atractiva para diferentes aplicaciones.

Los flavonoides, una de las subfamilias de los compuestos fendlicos, han cobrado mds atencién
en los ultimos afos en la investigacion biomédica, debido en gran medida, a las multiples
propiedades bioldgicas observadas experimentalmente y su amplia distribucién en la dieta, asi
mismo en numerosos remedios de la medicina tradicional. Muchos estudios determinaron que
estos compuestos presentan actividades interesantes frente a diversas enfermedades crénicas

tan comunes y daiiinas, entre las que destacan las cardiovasculares y cancerigenas.



Un alimento se define como funcional si este posee efectos beneficiosos en una o mas funciones
fisiolégicas del ser humano, incrementa su bienestar o disminuye el riesgo de padecer ciertas
enfermedades. Habitualmente la funcionalidad de un alimento esta relacionada con alguno o
algunos de los tantos compuestos bioactivos que contiene. Entre estos destacan los compuestos
fendlicos, por ser en gran parte los responsables de las caracteristicas organolépticas de los
alimentos que proceden de las plantas, asi mismo porque la ingesta de estos alimentos esta
asociada con efectos beneficiosos para la salud. Por ello el conocimiento detallado de la
presencia de estos compuestos en los alimentos contribuird, tanto a la caracterizacion
metaboldmica del producto alimenticio que lo contiene, como a entender de mejor manera sus

efectos sobre la salud (9).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grandes grupos de micronutrientes presentes
en el reino vegetal, el cual lo convierte parte importante de la dieta tanto humana como animal.
Quimicamente los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico con uno
o0 mas grupos hidroxilo e incluye derivados funcionales; el término fenoles comprende
aproximadamente 8000 compuestos con una gran diversidad estructural que existen en la
naturaleza (10). La distribucién y el contenido de compuestos fendlicos en una planta depende
de diversos factores como la especie o variedad, técnica y condiciones de cultivo, estado de
maduracién, condiciones de procesado y almacenamiento, entre otras. Asi mismo su
distribucién en los tejidos de las plantas a nivel celular, no es uniforme (11). Estos compuestos
cumplen una serie de funciones metabdlicas en las plantas como en el crecimiento, la
reproduccidn, en la proteccidon contra patdgenos externos, el estrés, la radiacién UV vy los
depredadores; ademas influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos. Los
compuestos fendlicos se encuentran casi en todos los alimentos de origen vegetal como es el

caso de la uva, cebolla, té, cacao, aceite de oliva virgen, etc.

Las plantas medicinales y los alimentos funcionales han constituido desde tiempos remotos, un
recurso de gran importancia para cubrir las necesidades terapéuticas. Es asi desde que las
vitaminas y los compuestos fendlicos se consideraron importantes antioxidantes en la dieta, el
consumo de estos se fue incrementando en la poblacién para prevenir, retrasar y mejorar ciertas
enfermedades. Estos hechos permitieron que los compuestos fendlicos fueran ganando interés
en los consumidores y los fabricantes de alimentos, por sus propiedades beneficiosas para la
salud. Estudios realizados sugirieron que el consumo de alimentos y bebidas ricas en polifenoles

impiden muchas enfermedades. Por ejemplo, algunas frutas y verduras pueden prevenir el



cancer y los accidentes cerebrovasculares, mientras que las bebidas como el vino y el té puede

prevenir las enfermedades coronarias y el cancer (12).

De todos los compuestos fendlicos, el grupo de los flavonoides es el mds extendido en los
alimentos funcionales. Los flavonoides son un tipo particular de los polifenoles presentes en
plantas y son los responsables del color de las flores y frutas; ademas estudios epidemioldgicos
demostraron que la ingestidn rica en flavonoides se correlaciona con un menor riesgo de
enfermedad cardiovascular (13). Entre los flavonoides, los flavonoles, compuestos de baja
toxicidad, son los que poseen mayor actividad antioxidante y presentan numerosas actividades
biolégicas, entre las que destacan sus efectos antibacterianos, antiflngicos, antivirales,
antiagregante plaquetario, antiespasmaédico, inmunomodulador, hepatoprotector y ansiolitico.
De igual manera han sido investigados por sus efectos antiproliferativos y antiinflamatorios (14).
Ademds se reportaron algunos flavonoles con actividad gastroprotectora, entre ellos el

kaempferol y la quercetina (14,15).

Las frutas y verduras se encuentran entre las principales fuentes de flavonoides y nuestro pais
es uno de los tantos en el mundo con una gran biodiversidad, actualmente cerca del 60 % de la
economia nacional depende ella, tanto en lo referente a la produccién agricola, pesquera,
ganadera y forestal, como en lo industrial (16). Por otra parte, segun los informes de 2016 del
Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI), la produccidon agropecuaria en nuestro pais se
incrementd durante la Ultima década, donde la produccidn agricola es un claro ejemplo (17), asi
durante el cuarto trimestre se evidencid un crecimiento del 1,9 %, sustentado principalmente

por la mayor produccion de uva, arroz cdscara, papa, entre los de mayor importancia (18).

Cabe destacar la produccidon de uva como una importante actividad agraria en el Perd, el
desarrollo de la industria vitivinicola también se vio favorecida, consecuentemente la
elaboracion del vino, pisco y productos derivados de la uva. Tal es el caso que en el cuarto
trimestre de 2016 la produccién de uva a nivel nacional fue de 387 mil toneladas, segun el

informe de seguimiento agroecondémico (ISA) (19).

En el caso de la industria vitivinicola, durante la elaboracion del vino, una bebida con un alto
contenido de flavonoides poliméricos, se generan distintos residuos como el orujo u hollejo con
un alto contenido en compuestos fendlicos. Dentro de los cuales la semilla es una de las mas
atractivas, debido a que son ricas en acidos grasos y compuestos fendlicos que tienen
importantes propiedades farmacoldgicas (20). Toda esta fuente de compuestos quimicos,
obtenida a partir del orujo generado en la elaboracién del vino, puesta en valor tiene un impacto

econdmico positivo. La cantidad de residuos organicos generados por la industria vitivinicola



gue no son aprovechados adecuadamente todavia es muy alta en la actualidad. Sin duda hoy en
dia es un hecho que reciclar y aprovechar los subproductos de la fabricacion del vino, aporta
beneficios tanto econdmicos como ambientales. Por ejemplo se estima que en Espafia sélo un
3% de la produccién nacional de orujo se destina a la alimentacién animal (21), ademas de otros

paises como Argentina y Chile, mientras que el resto es desechado.

Desde la restriccion del uso medicinal del vino por el contenido de alcohol y azlcar, se opté por
examinar los subproductos de la industria vitivinicola, como son las cascaras y semillas de uva
(20), estas ultimas contienen lipidos, proteinas, carbohidratos y compuestos polifendlicos, cuya
proporcién depende de la variedad. Debido al alto contenido de compuestos de gran interés,
proyectos como “Haprowine” (Espafia), encargado de realizar los estudios pertinentes como la
caracterizacion de los flujos de residuos del sector vitivinicola, en zonas de mayor produccién
de uva, desarrolla investigacién sobre diferentes alternativas para la obtencion de nuevos
productos con mayor valor afiadido (22). Otro ejemplo, es el programa LIFE de la Unién Europea,
quien financié el proyecto “LIFE TANNINS - Preventing the explotation of forests by obtaining
tannin extract from grape pips through recovery of a waste product of the wine industry”. Este
proyecto mostré con éxito la viabilidad de dicha recuperacidn (23). Este tipo de proyectos pone
en evidencia la gran cantidad de investigaciones que se realizan en esta linea de los residuos de
la industria vitivinicola; en este sentido nuestro pais, no cuenta con informacién bibliografica
suficiente referente a la composicion quimica de las uvas que se producen en nuestro pais y sus
derivados. Hasta la fecha se han contabilizado 30 variedades de uva entre las que destacan
Sauvignon Blanc, Chardonnay, Syrah y Malbec para la produccién de vino y pisco; sin embargo

existen pocos trabajos de investigacion realizados en esta linea.

Muchas investigaciones referentes a la composicién quimica de las semillas y sus propiedades

han sido estudiadas con mayor profundidad como:

(i) En la prevencidon de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, tales como las
enfermedades cardiovasculares (24,25).

(i) Capacidad de estos compuestos para modular la actividad enzimatica, propiedad
gastroprotectora de los flavonoides (14).

(iii) Capacidad de ciertos flavonoides a enlazarse con las proteinas. Como por ejemplo la uniéon
flavonol-proteina, el cual envuelve mecanismos que no estan directamente relacionados
con su actividad antioxidante.

(iv) La estabilizacion de los aceites comestibles y de su sabor, asi como la proteccién contra la

formacion de malos sabores.



(v) Lapreparacion de complementos alimenticios (26).

Por tanto un conocimiento detallado acerca de la cantidad de compuestos fendlicos, en el caso
especifico de las semillas de uva en nuestro pais, es importante debido a las propiedades de
dichos compuestos. éLa actividad del extracto se debe a todos sus componentes? No solo los
compuestos mayoritarios son los responsables de sus caracteristicas, sino que también influyen

los minoritarios, o las interacciones sinérgicas entre ellos (27).

A partir de lo sefalado, es importante realizar un estudio de los componentes de mayor interés
como son el aceite y los compuestos fendlicos (flavonoides) de la semilla de uva, que permita
conocer las condiciones dptimas de manejo de estos componentes para su posterior aplicacion,
del mismo modo en un futuro sacar el mayor provecho de los residuos que generan la industria

vitivinicola en bien de una mejora econémica y ambiental.

Determinar el contenido de acidos grasos, el perfil de compuestos fendlicos y el efecto
gastroprotector de semillas de uva (Vitis vinifera) variedad Malbec, procedente de una

industria vitivinicola de la ciudad de Ica, Peru.

1. Extraer el aceite, determinar el perfil de dcidos grasos por GC-FID del aceite de semilla

de uva.

2. Extraer los compuestos fendlicos de las semillas de uva y cuantificar el contenido de

fenoles totales.

3. Determinar el perfil de compuestos fendlicos del extracto metandlico mediante

cromatografia UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS.

4. Determinar la actividad antioxidante del extracto metandlico de semillas de uva por el

método del DPPH in vitro.

5. Evaluar el efecto gastroprotector in vivo de los extractos metandlico y butandlico de las

semillas de uva.



2. MARCO TEORICO

El término compuesto fendlico abarca una amplia gama de sustancias que poseen en comun un
anillo aromdtico que lleva uno o mas sustituyentes hidroxilo. Las sustancias fendlicas son
mayormente solubles en agua, ya que con mayor frecuencia estan unidos a glucésidos de azucar
y generalmente se encuentran en la vacuola celular (28). Debido a que las plantas son sésiles,
han desarrollado muchas estrategias de supervivencia, incluyendo la capacidad de producir mas
de 200 000 metabolitos muy variados pero especializados (29). Su biogénesis se remonta
relativamente a pocos metabolitos primarios iniciadores tales como acetato, mevalonato y
shikimato (30). Estructuralmente hablando, los productos del metabolismo secundario de las
plantas son altamente variados, de los 200 000 compuestos antes mencionados, mas de 25 000
se clasifican como terpenoides, 12 000 como alcaloides y 8 000 como compuestos fendlicos (29).
Entre los compuestos fendlicos naturales, los flavonoides forman el grupo mas grande, pero los
fenoles monociclicos simples, los fenilpropanoides y las quinonas fendlicas existen en nimero
considerable. Varios grupos importantes de materiales poliméricos en las plantas, las ligninas,
las melaninas y los taninos son polifendlicos y algunas unidades fendlicas se encuentran en las

proteinas, los alcaloides y entre los terpenoides (28).

Los compuestos fendlicos son de gran importancia fisioldgica y morfoldgica para las plantas, ya
que actian como fitoalexinas, antialimentarios, contribuyentes a la pigmentacion vy
reproduccion de las plantas, protectores contra la luz UV y antioxidantes. Del mismo modo son
determinantes en el color, la sensibilidad y la calidad nutricional de las frutas, vegetales y otras
plantas; se ha informado que poseen excelentes propiedades como conservantes de alimentos,
asi como tener un papel primordial en la proteccion contra una serie de trastornos patoldgicos

y degenerativos (31).

Estos compuestos comprenden una amplia variedad de moléculas que presentan una estructura
de polifenol (anillos aromaticos con varios grupos hidroxilo), asi mismo de moléculas con un
anillo fenol (acidos fendlicos y alcoholes fendlicos). La clasificacion de los compuestos fenélicos
radica principalmente en la cantidad de anillos fendlicos que contienen y los tipos de enlaces

gue unen estos anillos entre si. Los grupos principales de compuestos fendlicos se muestran en



la Figura 1, entre los que destacan los flavonoides, acidos fendlicos (fenoles mas sencillos),

estilbenos (resveratrol, piceatanol), taninos (hidrolizables y condensados), y lignhanos (31,32).

“Los flavonoides son los polifenoles que poseen al menos 2 subunidades fendlicas, los
compuestos que tienen 3 o mdas se denominan taninos”. Comprenden alrededor de 4000
compuestos identificados y todos catalogados como derivados hidroxilados, metoxilados y

glicosilados del 2-fenil benzo-[a]-pirano (33).

Flavanoides
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OR HO
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos fendlicos.



Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente en productos como frutas, verduras,
tabaco y otros. El reino vegetal ofrece una amplia gama de compuestos antioxidantes naturales,
los cuales se han convertido en parte esencial de la tecnologia de preservacion y la atencion
médica contemporanea. La investigacion constante en el descubrimiento y aplicacién de algunos
antioxidantes naturales se debe en gran medida a la potencial toxicidad que presentan algunos

antioxidantes sintéticos (31). En la Tabla 1 se muestran algunas fuentes comunes de compuestos

fendlicos.
Tabla 1. Fuentes dietéticas naturales de compuestos fendlicos (31).
Compuestos .
. Fuentes dietéticas
fendlicos
Albaricoques, arandanos, zanahorias, cereales,
. Hidroxicinamicos peras, cerezas, citricos, oleaginosas, melocotones,
Acidos . . .
o ciruelas, espinacas, tomates, berenjenas
fendlicos
Hidroxibenzoicos Arandano rojo y azul, cereales, semillas oleaginosas.
o Arandanos rojos y azules, grosellas negras, cerezas
Antocianinas
uvas y fresas.
Chalconas Manzanas.
Flavanoles Manzanas, arandanos, uvas, cebollas y lechuga.
Flavononoles Uvas.
Flavonoides Flavanonas Frutas citricas.
Manzanas, frijoles, arandanos, trigo, escarola,
Flavonoles ] o
puerro, lechuga, cebolla, oliva, pimienta y tomate.
Flavonas Citricos, apio, perejil y espinaca.
Isoflavonas Soya.
Xantonas Mango y mangostan.
Manzanas, uvas, duraznos, ciruelas, mangostanes,
Condensados
. eras.
Taninos P
Hidrolizable Granada, frambuesas.



Entre las frutas, verduras y diferentes hierbas, los residuos agricolas e industriales se han
convertido en fuentes atractivas de compuestos antioxidantes naturales. Desde hace afios atras
hasta la fecha se presta especial atencién al aprovechamiento de los residuales de las industrias
agricolas con un fin econédmico; debido a que estos residuos o subproductos, todavia contienen

una gran cantidad de compuestos fendlicos de importancia.

Muchos estudios realizados demostraron que los subproductos son fuentes potenciales de
antioxidantes. A continuacion se mencionan algunos ejemplos:

» Subproductos de la elaboraciéon del vino y jugo de uva, orujo de uva, son fuentes ricas
en antioxidantes pero generalmente se convierten en compost sin mayor tratamiento.

» Extraccion de aceite de oliva, también son una importante fuente potencial de fenoles
(entre ellas hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina y una variedad de 4cidos
hidroxicinamicos).

» La industria de los citricos, produce grandes cantidades de residuos de cdscaras y
semillas, que pueden representar hasta el 50 % del peso total de la fruta.
Procesamiento de la alcachofa, la coliflor, la zanahoria, el apio y la cebolla.

Industrias de jugos de frutas, se determind que las cascaras de muchas frutas contienen
cantidades mas altas de compuestos fendlicos que las partes carnosas comestibles,

como es el caso del orujo de manzana y las semillas de los tomates (34,35).

Hoy en dia, la relevancia e implicancia que tiene la nutricién en nuestra vida diaria, se debe a los
componentes de los alimentos, entre ellas los compuestos fendlicos actian positiva o
negativamente en nuestra salud. Uno de los ejemplos mas representativo viene a ser el papel

de los compuestos fendlicos en procesos oxidativos de nuestro organismo (36).

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO o ROS de sus siglas en inglés), especies quimicas
radicales y no radicales, se comportan como agentes oxidantes debido a su gran inestabilidad.
Pueden ser de origen enddgeno o exégeno (tabaco, contaminacidon, medicamentos, entre
otros). Aquellas que son enddgenas estan relacionadas con el proceso metabdlico del oxigeno y
con diversas reacciones de defensa de nuestro organismo (36). A continuacion se muestran las
consecuencias propiciadas por la formacion de radicales libres:

e Uniones covalentes a macromoléculas celulares.

e Escision o ruptura de las cadenas de ADN.



e Formacién de especies radicales de oxigeno: producidos por procesos sucesivos de
reduccion monoelectrdnica del oxigeno molecular.

e Procesos de peroxidacion lipidica: la presencia de radicales libres con el oxigeno en un
medio lipidico ocasiona la sustraccion de un dtomo de hidrégeno de una molécula
lipidica, el cual conduce a la formacidon de hidroxiperdxidos lipidicos y con ello la

alteracion de las membranas celulares (36).

Todos estos mecanismos de oxidaciéon en su conjunto desarrolladas en nuestro organismo,
mantienen una relacién directa con el envejecimiento celular y ciertas patologias como
obesidad, hipercolesterolemia, diabetes, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer,
osteoporosis e hipertension. Numerosos estudios relacionan el papel antioxidante de los

polifenoles de la uva y otras fuentes con la prevenciéon o mejora de dichas alteraciones (37—40).

Del latin flavus, amarillo, es el término genérico con el que se refiere a un conjunto de
metabolitos secundarios presentes en las plantas, los cuales son responsables del color de las
flores, frutos y en ocasiones de hojas. La sintesis de estos compuestos se da a partir de una
molécula de fenilalanina y tres de malonil-CoA, a través de "la ruta biosintética de los

flavonoides" (33).

Inicialmente los flavonoides fueron considerados vitaminas, nombrados vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C2 (por la similitud a las propiedades de la vitamina C).
Posteriormente el interés en estos compuestos disminuyd tras poner en evidencia que no son
esenciales para la salud, a diferencia de los micronutrientes que si son indispensables. Sin
embargo, tiempo después hasta el dia de hoy, después de la publicacién de numerosos estudios
epidemioldgicos que asocian la ingesta de alimentos ricos en flavonoides con una menor
incidencia de enfermedades cardiovasculares y cancer, el interés en estas moléculas retorné con
mayor fuerza. Asi mismo se puso en evidencia que la importancia de la absorcidn,
biodisponibilidad y la actividad de los flavonoides radican principalmente en las propiedades
gue les confiere su estructura quimica. Hasta hace unos afos atras se publicaron alrededor de

50 000 trabajos respecto a flavonoides y mas de 10 000 respecto a la quercetina (33,41).

Los flavonoides al ser compuestos fendlicos también cambian de color cuando se tratan con
base o con amoniaco, facilitando su deteccion. Ademdas contienen sistemas aromaticos

conjugados y bandas de absorcidn intensas en las regiones UV y visible del espectro (28).
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Los flavonoides se sintetizan a través de la via fenilpropanoide, en el que la fenilalanina se
trasforma en 4-cumaroil-CoA, el cual finalmente ingresa en la ruta de la biosintesis de
flavonoides como se muestra en la Figura 2. El primer paso estd catalizado por la chalcona
sintasa (CHS), que utiliza tres moléculas de malonil-CoA y una de 4-cumaroil-CoA como

sustratos.

Las reacciones son catalizadas por enzimas (Ver tabla 2), las cuales emplean ésteres de coenzima
Ay tienen un solo sitio activo para realizar las reacciones necesarias, como el de extensién de

cadena, condensacidn y ciclacién (42-44).

La chalcona sintasa, la primera enzima especifica para la via flavonoide, produce la estructura
base de chalcona, de los que derivan todos los flavonoides. Por ultimo, las transferasas
modifican la estructura del flavonoide con azucares, grupos metilo y/o restos acilo, modulando
la actividad fisiolégica del flavonoide resultante al alterar su solubilidad, reactividad e

interaccion con los objetivos celulares (44).
Tabla 2. Abreviaturas de enzimas implicadas en la biosintesis de flavonoides (42).

ENZIMAS/ P450 HIDROXILASAS

CHI: chalcona isomerasa PAL: fenilalanina amonio-liasa
CHR: chalcona reductasa RT: ramnosil transferasa

CHS: chalcona sintasa STS: estilbeno sintasa

4CL: 4-cumaroil-CoA-ligasa UFGT: UDPG flavonoide glucosil transferasa
DRF: dihidroflavonol 4-reductasa VR: vestitona reductasa

F3H: flavanona 3-hidroxilasa DFR: dihidroflavonol 4-reductasa
FSI: flavona sintasa | CAH: cinamato-4-hidroxilasa
IOMT: isoflavona O-metiltransferasa F3’H: flavona-3’-hidroxilasa

IFR: isoflavona reductasa F3’5’H: flavona-3’5’-hidroxilasa
LDOX: leucoantoclanidina dioxigenasa IFS: isoflavona sintasa

LCR: leucoantocianidina reductasa FSlI: flavona sintasa Il

OMT: O-metiltransferasa I2'H: isoflavona 2’-hidroxilasa

DMID: 7,2’-dihidroxi, 4’ metoxiisoflavanol deshidratasa
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Figura 2. Ruta biosintética simplificada de los flavonoides.
Adaptado de Koes et al.(43) y Winkel (42,43,45).
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2.2.2. Clasificacion y distribucion

La distribucién de los flavonoides en el reino vegetal (en diferentes tejidos celulares como el de
flores, frutas, raices, tallos, semillas y hojas) es muy amplia y por consiguiente forman parte
importante de nuestra dieta. La estructura base (Figura 3), “es un esqueleto 2-fenilcromano Cé6-
C3-C6 que esta formado por un anillo bencénico (A) unido a un anillo heterociclico piranico (C)
y un segundo anillo fenilo (anillo B) que se une en posicién 2”, el cual da lugar al grupo de los
flavonoides propiamente dichos (12,41,46,47). Finalmente la estructura basica es suceptible a

diversas modificaciones posteriores y adiciones de grupos funcionales (12).

Figura 3. Estructura bdsica de los flavonoides (2-fenilbenzopirano).

Los flavonoides se diferencian de otras sustancias fendlicas en el grado de oxidacidn de su anillo
de pirano central (anillo C) y su clasificacion depende de las modificaciones que este
experimente. La Figura 4 muestra el origen de las diversas clases estructurales de flavonoides a

partir de su precursor.

o Flavonol | Flavanona
FIavanonoI
Flavan
FIavan-3-oI Antoaamdma Isoflavona

(ion flavilio)

Figura 4. Estructura bdsica y las diferentes subclases de flavonoides.
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Los compuestos al estar unidos a una o mas moléculas azucar y se denominan glicésidos, de los
contrario son agliconas. Un mismo flavonoide, en una planta puede estar en varias
combinaciones glicosidicas, por tal motivo al analizar los flavonoides, suele ser mejor examinar
las agliconas presentes en los extractos hidrolizados antes de considerar la complejidad de los

glicdsidos que pueden estar presentes en el extracto original (28).

2.2.2.1. Los flavonoles

Estos compuestos estan extensamente distribuidos en plantas que forman parte de nuestra
dieta. Consideradas como subunidades de las proantocianidinas, tiene como caracteristica
principal la presencia de un grupo hidroxilo en el carbono 3, ademas de un grupo carbonilo y un
doble enlace en el anillo C de la estructura base, tal como se muestra en la Figura 5. En cuanto
al color, varian desde un tono blanco hasta amarillo. La quercetina, el kaempferol y la miricetina
son los principales representantes, al igual que la isorramnetina, un derivado metilado de la

quercetina (12,41).

Rg'
R4’
R7 (@]
[T
Rg | | OH
(@]
Flavonol Ry Rz Ry Rs Rs R7
3-OH-flavona H H H H H H
quercetina H OH OH H OH OH
kaempferol H H OH H OH OH
miricetina H OH OH OH OH OH
isorhamnetina H OCH;3 OH H OH OH
tamarixetina H OH OCH3 H OH OH
morina OH H OH H OH OH
fisetina H OH OH H H OH

Figura 5. Estructuras quimicas de flavonoles (41).
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La quercetina es el compuesto mas ampliamente distribuido entre los flavonoles y esta presente
en diversas frutas, verduras y muchas plantas medicinales, como en cebollas (Alium cepa),
moringa (Moringa oleifera; planta medicinal), fresa (Fragaria spp.), las espinacas (Spinaceae

oleraceae), la coliflor (Brassica oleraceae), entre otras (41).

La presencia de los flavonoles en las plantas frecuentemente se da en foma de glicésidos, donde
la glucosa, galactosa y ramnosa son los azlcares mas frecuentes (48), tal como se muestra en la
Figura 6. Por ejemplo la quercetina-4’-O-glucdsido, quercetina-3,4’-O-diglucésido y la
isorramnetina-4’-O-glucdsido son los principales flavonoles de la cebolla; asi mismo en la
manzana (Malus domestica) podemos encontrar la quercetina-3-O-galactdsido, quercetina-3-0-
ramndsido, guercetina-3-0-xildsido, guercetina-3-0O-rutindsido, quercetina-3-0-

arabinofurandsido y quercetina-3-0-arabinopirandsido (49).

En el caso de las uvas (Vitis vinifera) y sus productos derivados, contienen un gran nimero de
flavonoles en forma de agliconas y glicésidos tales como quercetina, miricetina, kaempferol,

isorramnetina, quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-galactésido, kaempferol-3-O-

glucésido y kaempferol-3-O-rutindsido (50-52).

OH OH
HO OH
(@) (@)
OH
HO o HO
HO || OH HO
(o]

Quercetina-4'-0-glucésido

OH

HO

HO
OH

Quercetina-3-O-rhamnodsido

H OH
o o

OH

OH
OH

OH

OH

Quercetina-3-0-galactdsido Quercetina-3,4'-0O-diglucésido

Figura 6. Estructuras quimicas de glicdsidos de quercetina.
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2.2.2.2. Las flavonas

Se caracterizan por tener una estructura muy parecida al de los flavonoles pero con una pequefia
diferencia, las flavonas no presentan el grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo C y se
consideran productos de oxidaciéon de los flavonoles. Su distribucién no es tan amplia como sus
precursores y por consiguiente su concentracion en los componentes de la dieta no es tan
significativa. Sin embargo algunos reportes sugieren que plantas de las familias Asteraceae,
Lamiaceae y Rutaceae son fuentes importantes de estos compuestos, como por ejemplo la
alcachofa (Cynara scolymus) y la lechuga (Lactuca sativa) presentan concentraciones altas de

flavonas (12,41,53). En la Tabla 3 se muestran algunos productos y sus principales flavonas.

Tabla 3. Principales flavonas de algunas verduras.

Alimento Nombre cientifico Flavona
. . apigenina
apio Apium graveolens )
luteolina

luteolina-7-0O-glucésido
alcachofa Cynara scolymus luteolina-7-O-rutindsido
apigenina-7-0-rutindsido

luteolina-7-0O-glucurdénido
lechuga Lactuca sativa luteolina-7-0O-glucésido
luteolina-7-O-rutindsido

Estudios demostraron que las flavonas metoxiladas mejoran la estabilidad metabdlica y
aumentan su transporte a través de la membrana intestinal y hepatica, y por tanto la mejora de
la biodisponibilidad. “Ademds muestran un aumento de las propiedades de quimio-prevencién

del cancer en comparacion con la flavonas mas comunes no metiladas” (41,54).

2.2.2.3. Los flavan-3-oles

Esta clase de flavonoides carecen del grupo carbonilo en el C4, se caracterizan por la ausencia
del doble enlace entre el C2 y C3, lo que da lugar a la formaciéon de un carbono quiral y la
aparicion de hidroxilo en el C3 (41,48). Los flavan-3-oles son considerados como ingredientes
funcionales y estd presente en diversas bebidas, plantas medicinales, alimentos integrales y
procesados, suimportancia en los alimentos se debe a su influencia sobre diferentes parametros

de calidad como la astringencia, amargura, acidez, dulzor, entre otros (55).
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Estructuralmente estos compuestos son mas complejos, en el caso de la uva incluyen desde
mondmeros simples como (+)-catequina, (-)-epicatequina (ver Figura 7) y (-)-epicatequina 3-

galato, hasta proantocianidinas oligoméricas, también conocidos como taninos condensados (53).

OH OH

OH OH

HO o B
“oH
OH OH
(-)-Epicatequina (+)-Catequina

Figura 7. Estructuras quimicas de los principales flavan-3-oles.

Los flavan-3-oles se encuentran en gran cantidad en diversas frutas como el albaricoque, las
guindas, las uvas, las moras (Tabla 4) y la cebada, cereal que presenta ademas alto contenido de
proantocianidinas. Por otra parte, algunas bebidas como la cerveza y el vino tinto también son
ricas en flavan-3-oles, que provienen principalmente de los granos de cebada y semillas de uva

respectivamente (41).

Tabla 4. Principales flavan-3-oles presentes en algunas verduras y frutas.

Alimento Nombre cientifico Flavan-3-oles
albaricoque Prunus armeniaca (+)-catequina
cebada Hordeum vulgare prodelfinidina B3
avellanas Corylus avellana

o . proantocianidinas
nueces de pecana Carya illinoensis

2.2.2.4, Llas flavanonas y las chalconas

Las diferencias estructurales que poseen las flavanonas respecto a las flavonas son dos, la
ausencia de un doble enlace entre el C2 y la presencia de un centro quiral en dicho carbono (48).
En la mayoria de las flavanonas, el anillo C estd unido al anillo B en configuraciéon a, esta
estructura les confiere alta reactividad. Por otra parte las reacciones mas comunes de estos
compuestos son la hidroxilacién, la glicosilacion y la O-metilacién. Una de las fuentes mas
importantes son los citricos y estdan en forma de glicosidos, por ejemplo el zumo de pomelo

(naringenina-7-0O-neohesperiddsido) y zumo de naranja (naringenina-7-O-rutindsido) (56).
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Por otra parte las chalconas o 1,3-difenilpropenonas son basicamente una cetona aromatica al
igual que las hidrochalconas (Figura 8) y tienen una cadena lineal de 3 carbonos que conecta los
dos anillos, en el caso de las chalconas presenta un doble enlace, mientras que en las
hidrochalconas esta saturada (57). Ademas la chalcona es el precursor biosintético de los

flavonoides.

OH OH

HO OH HO

B OH

B

OH

o o)

OH

(a) (b)

Figura 8. Estructuras de a) chalcona y b) hidrochalcona.

2.2.2.5. Antocianidinas / antocianinas

En las antocianidinas el heterociclo es un catién pirilio, aunque en la naturaleza no se encuentran
como cationes libres y generan compuestos coloreados ampliamente distribuidos como la
pelargonidina (naranja-roja), cianidina (roja), peonidina (rosa-roja), delfinidina (azul-violeta),

petunidina (azul-purpura) y malvidina (purpura) (Figura 9).

OH
OH OH
HO Ok, W
X
/
OH
OH
Pelargonidina Cianidina
OCH 4 OCH 3

OH OH

OCH 5

Peonidina Malvidina

Figura 9. Estructura de antocianidinas (agliconas).
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Por su parte, las antocianinas vienen a ser los glicdsidos de las antocianidinas, donde el aztcar
mas comun es el 3-glucdsido, el cual puede estar unido al anillo C mediante la posicién 3 o al
anillo A mediante la posicién 5. Por ejemplo, el color rojo caracteristico de las uvas y sus
productos derivados se debe a la presencia de glicdsidos de malvidina (58,59). Asi mismo, la
petunidina-3-0-glucésido, malvidina 3-0-(6’-0-p-cumaroil)-glucésido, malvidina-3-0-(6’-0-
acetil)-glucdsido, delfinidina-3-0-glucdsido y malvidina-3,5-0-diglucésido (Figura 10) son otras

antocianinas que podemos encontrar en la uva (41).

OCH3
OH
OCH3
OH
OH
OH
[o) OH
E OH
| &
(e}
Malvidina-3-0- (6-p-cumaroil) glucésido Delfinidina-3-0-glucésido

Figura 10. Estructura quimica de antocianinas de la uva.

Estos compuestos estan presentes en las vacuolas de tejidos vegetales coloreados como hojas
o pétalos de flores. El color del pigmento depende del pH, de los iones metalicos presentes y de
la combinacién de azucares sustituyentes y acilésteres. Los diferentes colores también pueden
resultar de la presencia de combinaciones de varias antocianidinas. Estos compuestos protegen
a las plantas contra el exceso de luz, del mismo modo cumplen un rol importante en la atraccién

de insectos polinizadores (57).

El color de las antocianinas depende del pH de la solucién en la que se encuentre, esto se debe
a la naturaleza de su estructura molecular (idnica). La gran variedad de colores se debe a
diferentes factores como:
e Lacantidady posicion de los grupos hidroxilo y metoxilo en la estructura base de las
antocianidinas.
e Eltipo, la cantidad y las posiciones en las que se unen las moléculas de azucar.

e Elgradoy el agente de acilacion del azucar (41,59).
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2.2.2.6. Lasisoflavonas

Esta subclase se caracteriza por tener el anillo B unido al carbono C3 del anillo C en lugar de al
C2 (por ejemplo, la Figura 11). Su distribucion es muy limitada en el reino vegetal y se encuentran
en cantidades importantes en algunas subfamilias de las leguminosas, ocasionalmente se
encuentran en otras familias de angiospermas, musgos y gimnospermas. Otra caracteristica
sorprendente de las isoflavonas es su gran presencia en extractos de plantas lipdfilas en estado
libre y la relativa rareza de los derivados glicosidicos. Una de las caracteristicas principales de la
isoflavonas es su actividad estrogénica, debido a su capacidad de unirse a los receptores de
estrégenos. Por otra parte su posible papel en la prevencién del cancer de mama vy la

osteoporosis son foco de atencién de muchos investigadores (41,60,61).

(4',5,7-trihidroxiisoflavona)

Figura 11. Estructura quimica de la genisteina.

A lo largo de los ultimos afios en el estudio de la medicina, se pudo evidenciar que una dieta
pobre en nutrientes contribuye a la etiologia de enfermedades de corazén y cancer. Sin
embargo, definir una dieta saludable es complicada debida a la complejidad de la composicion

de los alimentos que consumimos (53).

Hasta la fecha numerosas investigaciones pusieron en evidencia que el consumo adecuado de
frutas y vegetales cumplen un papel importante en la proteccidn y prevencion de enfermedades,
la mayoria de estas debidas o asociadas a los flavonoides. Por ejemplo, investigaciones in vitro
han demostrado efectos potentes de flavonoides en sistemas de mamiferos que son
potencialmente anticancerigenos y antiaterogénicos; ademads de la proteccién antioxidante del
ADN vy la lipoproteina de baja densidad, la modulacién de la inflamacién, la inhibicién de la
agregacion plaquetaria, los efectos estrogénicos y la modulacién de la expresién del receptor de

adhesion (53).
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2.2.3.1. Frutas y vegetales

Dentro de este grupo de alimentos los mas abundantes son catequinas, flavonoles vy
proantocianidinas. En el caso de las frutas citricas como naranja y limdn, la presencia de
flavanonas y flavonas son limitadas. Las catequinas son las mas comunes dentro de las frutas,
seguida de epicatequinas, ésteres de acido gdlico y procianidinas tipo B. Asi mismo la quercetina
es el flavonol mas comun y tiene como fuentes principales las bayas de sauco y arandanos. Por
ejemplo, la mayoria de las variedades de fruta que se cultivan en el continente europeo
contienen casi exclusivamente glicdsidos de flavonol, principalmente de quercetina, seguida de
kaempferol, que se encuentra en cantidades menores. Asi mismo la isorhamnetina se produce
principalmente en las peras y bayas de espino amarillo y la miricetina (grosellas negras, uvas
negras, arandanos cultivados y silvestres). Sin embargo al presencia de flavonas solo se ha

detectado en raras ocasiones y en cantidades pequefias (53,62).

Por otra parte al igual que las frutas, debido a la variedad de vegetales, la cantidad de
flavonoides también es variable, donde la quercetina y el kaempferol son los mas frecuentes.
Sin embargo, la presencia de procianidinas tipo B, glicdsidos de flavona y flavonol, es muy poco
comun y en algunos casos nula. En la Tabla 5 se muestran los flavonoides mayoritarios de

algunas frutas y vegetales (53,62).

Tabla 5. Flavonoides mayoritarios de algunas frutas y verduras.

Clasificacion Producto Flavonoides mayoritarios

uva negra, manzana, ciruelos

-)-epicatequina
azules ol by

pera, membrillo guercetina y kaempferol

Frutas A (+)-catequina, (-)-galato de epicatequina,
(-)-epigalocatequina y (+)-galocatequina

sauco, arandanos rojos quercetina

grosellas y bayas kaempferol y miricetina
especies de Allium (ajo, cebolla, .
quercetina
puerros y cebolletas)
Brassicaceae (brdcoli, col, col guercetina, glicdsidos de kaempferol y
rizada y repollo) miricetina
Vegetales

(-)-epicatequina, (+)-catequinay (-)-

vainas verdes alargadas .
galocatequina

rabano

aji verde

quercetina

guercetina y luteolina
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El conocimiento sobre la farmacocinética de compuestos bioactivos es de gran importancia para
la “interpretacion de su actividad bioldgica in vivo a partir de los resultados obtenidos in vitro”.
A pesar de muchas investigaciones cientificas en este campo durante los ultimos afios, temas
como el metabolismo, la distribucién y el efecto de la actividad bioldgica de los flavonoides

actualmente son objetos de interés y debate entre investigadores (41).

En la actualidad la ingesta de flavonoides se da de manera regular en la dieta, en base a mezclas
complejas de diferentes compuestos tipo flavonoide junto a otras sustancias bioactivas.
Después de la ingestion, los flavonoides estan sujetos a modificacién quimica dentro del tracto
gastrointestinal por enzimas, para luego ser metabolizadas en la pared intestinal, el higado y los
tejidos periféricos, previa absorcion. Las concentraciones de estas sustancias encontradas estan
por debajo del rango micromolar, lo que no implica que a bajas concentraciones no exista

actividad bioldgica (63).

A la fecha se conoce que los flavonoles son reconocidos por el organismo como compuestos
xenobidticos, los cuales se convierten en compuestos no toxicos por medio de reacciones
metabdlicas, en este caso mediante reacciones enzimaticas de fase ll, para finalmente liberarlos al

torrente sanguineo (41), todo este proceso se ilustra en la Figura 12.

“La transformacién de los flavonoides es muy intensa” y se lleva a cabo en dos sitios:
1. En el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase I, en las que se
adicionan y/o exponen grupos polares.
2. En el colon, mediante la fase Il de la biotransformacién, donde la microbiota intestinal
degrada los flavonoides no absorbidos, ademds de ser conjugados con glicina, acido

glucurédnico y sulfatados para mejorar su solubilidad (64).

Finalmente la excrecidén ocurre por dos vias, las sustancias hidrofébicas que se excretan junto

con la bilis al duodeno vy las hidrofilicas a las vias urinarias con la orina (41,64,65).

La evaluacion de los efectos bioldgicos de los flavonoides, al igual que cualquier farmaco o
componente alimenticio, esta sujeta principalmente a su biodisponibilidad, donde la estructura
guimica y los procesos de absorcidn, distribucion y eliminacién son factores que también
influyen en este proceso (64). Los flavonoides presentan vias comunes de absorcion vy
metabolismo, cada tipo de flavonoide con distinto grado de absorcidon debido a diferencias
estructurales, propiedades como la estabilidad y conjugacion, ademas de otros factores bioldgicos

como la especificidad de los transportadores y la actividad de enzimas implicadas (41).
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Figura 12. Esquema general de la farmacocinética de los flavonoides.
Adaptado de Menéndez Soriano (41) y Heiss et al. (66).

2.2.4.1. Absorcion

Debido a la relativa estabilidad de los flavonoides, estos resisten sin problema las condiciones
de coccién, procesado de los alimentos y las transformaciones que se llevan a cabo en el
estdmago e intestino delgado durante el proceso de la digestion (41). La saliva, seglin muchos
estudios realizados, tiene la capacidad de hidrolizar casi todos los glicésidos en pocos minutos;
pero otros autores sostienen que los glicdsidos de flavonoides llegan intactos al intestino

delgado, donde son hidrolizados facilmente por la flora fecal (67).

Los flavonoides en su forma glicésidica son mas solubles que las agliconas (las que pueden ser
transportadas a través de las membranas por difusidn pasiva), en consecuencia su metabolismo
serd mas rdpido, por tanto se propuso la hidrdlisis como primer paso del metabolismo. Los
glicdsidos son hidrolizados en su respectivo azlcar y aglicona por la lactasa floridizin hidrolasa
(situada en los vellos de la membrana del intestino delgado), por lo que el tipo de azlcar ligado
a los flavonoides, es un determinante principal en su absorcién y biodisponibilidad. Por otra
parte, las agliconas tardan mas tiempo en ser metabolizadas y muchas veces es en el colon

donde finalmente llegan a ser absorbidas (41,65).
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2.2.4.2, Metabolismo

Durante la absorcién de los flavonoides a nivel intestinal, estos penetran en los enterocitos
(células epiteliales encargadas de realizar la absorcién de diversos nutrientes esenciales), donde
el intestino delgado es el lugar principal donde se lleva a cabo la conjugacion inicial de los

flavonoides, ademas del intestino grueso (41).

Una vez que los metabolitos se encuentran en el higado, estos son metabolizados mediante
reacciones hepato-enzimaticas de fase Il, donde se producen varios metabolitos conjugados
(68). Las reacciones de conjugacién (ayudan a preservar a los flavonoides en fluidos bioldgicos)
que se llevan a cabo en el higado son la hidrélisis, glucuronidaciéon, O-metilacion vy
sulfoconjugacion, dichas reacciones se logran con la participacion de catalizadores como la
uridina 5’-difosfato glucuronosil transferasa, fenol-sulfotransferasa y catecol-O-metiltransferasa

(41,67-69), los cuales se ilustran en la Figura 13.

Determinar el sitio primario del metabolismo de los flavonoides es muy importante, este hecho
es posible gracias al empleo de diferentes dosis de flavonoides. Por ejemplo, en el caso de dosis
elevadas de quercetina, su metabolismo se lleva a cabo principalmente en el higado, de manera
contraria a dosis inferiores lo hace en la mucosa intestinal. Asi mismo, se llegd a determinar que
la vida media de la quercetina en un medio de cultivo, es de 1 a 2 horasy la quercetina conjugada

en la sangre humana in vivo, es de 10 a 22 horas aproximadamente (41).

Fenil sulfotransferasa Catecol-O-metiltransfera
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Figura 13. Enzimas responsables del metabolismo de flavonoides.
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2.2.4.3. Distribucion

La sangre es la encargada de proporcionar flavonoides a todos los tejidos bajo diferentes
mecanismos de difusién, donde la velocidad de difusién dependerd de la estructura del

flavonoide (forma de aglicona o glicdsido) y la naturaleza hidrofilica o hidrofébica (41).

2.2.4.4. Excrecion

Las vias principales de eliminacion de los metabolitos en general son la via renal y urinaria, dicho
proceso se da aproximadamente entre las 17 - 25 horas después de su ingesta, tiempo suficiente

para que lleguen al plasma y puedan acumularse, siempre que la ingesta sea continua (41).

Son cadenas hidrocarbonadas que presentan un grupo carboxilo (-COOH) en un extremo, la
longitud de la cadena es variable al igual que el grado de insaturacidn. Se encuentran
ampliamente distribuidos en células animales y vegetales, mayormente formando parte de
lipidos complejos, aunque también se hallan de forma libre. A nivel celular son una importante
fuente de energia, debido a que las células son capaces de oxidarlos para obtener ATP, ademas

de ser componentes indispensables de la membrana celular (70).

La manera de nombrar a los acidos grasos se presenta en la Tabla 6, en el que cada uno tiene un
nombre sistematico y una abreviatura, ademas algunos cuentan con un nombre comun. La
informacién del nimero total de dtomos de carbono y dobles enlaces esta contenida en el
nombre sistematico. Por otra parte la abreviatura de la posiciéon de los dobles enlaces en la

cadena puede ser indicada de distintas formas (70), tal como se observa en la Figura 14.

i, 7 ",

Figura 14. Estructura del dcido linoleico y su nomenclatura en el sistema “A”, “w” y “n
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» Nomenclatura A*: la numeracién de los carbonos se empieza por el extremo -COOH vy la

posicidon de los dobles enlaces se indica con “A”.

> Nomenclatura n-x o w-x: la numeracidn se empieza por el extremo -CHs y la posicién de los
dobles enlaces se indica con “w” o “n”. Los dobles enlaces de los &acidos grasos
polinsaturados estdn separados conjugados, solamente se especifica la posicidn del primer

doble enlace (70).

Tabla 6. Nomenclatura de algunos dcidos grasos segun los diferentes sistemas.
Adaptado de Palou (70)

NOMBRES ABREVIATURAS

Comun IUPAC Delta A won

Acido palmitico Acido hexadecanoico 16:0 16:0

Acido estedrico Acido octadecanoico 18:0 18:0
Acido oleico Acido cis-9-octadecenoico 18:1A° 18:1w-9
Acido linoleico, AL Acido cis,cis-9,12-octadecadienoico 18:2A%12 18:2m-6
Acido a- linolénico, Acido cis,cis,ci.s-9,}2,15- 18:3A91215 18:36-3

ALA octadecatrienoico

Acido cis,cis,cis,cis-5,8,11,14-

Acido araquidénico : : 20:4A581114 20:4w-6
eicosatetraenoico

EPA Acido todo cis-5,8,11,14,17- 20:5 758111417 20:50-3
eicosapentaenoico

DHA Acido todo cis-4,7,10,13,16,19- 99:6A4710,13,16,19 99:60>-3

docosahexaenoico

Los acidos grasos se clasifican en dos tipos principales, el cual se basa en el nimero de dobles

enlaces presentes en la cadena alifatica.
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2.3.1.1. Acidos grasos saturados (AGS)

Se caracterizan por no contener dobles enlaces en su estructura (cadena alifatica), estan
presentes mayormente en grasas animales, entre los mas comunes en la dieta son el butirico,

laurico, miristico, el palmitico y el estearico (70).

La sintesis de acidos grasos saturados en nuestro organismo se lleva a cabo principalmente en
el higado a partir de acetil-CoA, esta ultima proviene del metabolismo del exceso de
carbohidratos consumidos. Por otra parte la enzima sintasa es la responsable de la produccién
del acido palmitico, a partir del cual se derivan otros acidos grasos mediante mecanismos de

acortamiento, alargamiento o introduccién de dobles enlaces en la cadena (70).

2.3.1.2. Acidos grasos monoinsaturados (AGM)

Contienen un Unico doble enlace en la cadena alifatica, que por lo geneal adopta la configuracion
cis. Por lo general se encuentran en grandes cantidades en aceites vegetales. Por ejemplo, el
acido oleico (18:1 o n-9) es el mas importante en nuestra dieta debido a sus propiedades
beneficiosas para la salud y su fuente principal es el aceite de oliva. Afortunadamente el ser
humano es capaz de sintetizar acidos grasos monoinsaturados y por consiguiente su

incorporacion en la dieta no es imprescindible (70).

2.3.1.3. Acidos grasos poliinsaturados (AGP)

Presentan de 2 a 6 dobles enlaces, separados entre si por un grupo metileno (-CH,-), es decir
gue se encuentran conjugados, todos en la configuracién cis. Los acidos AGP mas frecuentes
pertenecen a las series n-6 y n-3, mas conocidas como omega 6 y omega 3, donde la posicidon
del primer doble enlace se encuentra en el C-6 y C-3 respectivamente. Dentro de esta serie, el
acido linoleico (AL, 18:2n-6) y el 4cido a-linolénico (ALA, 18:3n-3) son considerados como acidos
grasos esenciales para nuestro organismo, debido a que carecemos de enzimas capaces de
catalizar la formacién de dobles enlaces en las posiciones C-6 o C-3. Sin embargo cumplen

funciones bioldgicas importantes, por tanto su consumo en la dieta es imprescindible (70).

El LA y el ALA estan distribuidas casi en todas las grasas que forman parte de la dieta, sin
embargo se encuentran en cantidades elevadas en los aceites vegetales. Las semillas de algunos

frutos secos y de plantas en general albergan altas concentraciones de ALA (71).
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El consumo de acido linoleico y derivados demosotrd tener efectos positivos para la salud, como
reducir la colesterolemia total y por consiguiente el colesterol ligado a las lipoproteinas de baja

densidad LDL o comunmente denominado colesterol malo (70).

En cuanto ala oxidacion de los 4cidos grasos en general, los AGP se oxidan con mas facilidad que
los saturados. Por otra parte se evidencié que los acidos grasos que contienen dobles enlaces

en configuracion trans no presentan actividad bioldgica (70).

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en general cumplen diversas funciones bioldgicas de
gran importancia tanto estructural como funcional, ademds de ser importantes en la dieta
humana para la prevencién y tratamientos de diferentes patologias. La importancia de los PUFAs
en nuestro organismo se debe a dos aspectos, la primera por ser componente critico de la célula
y membrana de organulos y la segunda, por ser proveedores de precursores Unicos que
conducen a la produccién de importantes metabolitos que regulan funciones bioldgicas criticas

(72,73).

A la fecha se han evidenciado diversos posibles efectos positivos de los PUFAs en nuestro
organismo, a continuacidn mencionamos algunos de ellos:

> Los acidos grasos omega-3 en la prevencién de enfermedades cardiovasculares, artritis

reumatoide y las arritmias post infarto, ademds de prevenir la aparicion de tumores

hormonales como el cancer de mama y de proéstata (73). Asi mismo inducen resistencia

a la insulina en el musculo esquelético (factor importante en la patogénesis de la

diabetes tipo 2) cuando estos se encuentran en mayor concentracion en el plasma (74).

> Los acidos grasos libres presentan actividades antibacteriales, antifingicas, antivirales y

antimicrobianas. Este amplio espectro los hacen atractivos para diversas aplicaciones

como medicina, agricultura, conservacion de alimentos y formulacién de cosméticos o

nutracéuticos. Ademds cabe recalcar que estos compuestos son abundantes en fuentes

naturales y no toxicos, en consecuencia son considerados seguros (75).

» La aplicacidn topica de los acidos linoleico y a-linolénico en piel hiperpigmentada,
estimulada por UV, presenta efecto de aclarado eficiente. Dicho efecto se le atribuye a
la capacidad de los 4cidos grasos en la inhibicion de la produccidon de melanina por los

melanocitos activos (76).
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24. LAUVA

Es uno de los cultivos frutales (Figura 15) mas antiguos domesticados por los seres humanos.
Posee numerosos usos como en la elaboracién de vinos, bebidas, jaleas y otros productos, que
la han convertido en una de las plantas mas importantes desde el punto de vista econdmico. Se
cultiva en todos los continentes, en las regiones templadas donde la lluvia es suficiente, los
veranos calidos y secos, asi como los inviernos relativamente suaves son patrones climaticos

normales (77).

Figura 15.Cultivo de uva, Peru.

La fitoquimica compleja de la uva (fruto) se caracteriza por una amplia variedad de compuestos,
la mayoria de los cuales han demostrado tener propiedades terapéuticas o promotoras de la
salud. Entre ellos los flavonoides representan un amplio y comun grupo de polifenoles naturales
producidos por la via de los fenilpropanoides; ademas de ser los mas abundantes y ampliamente

estudiados, han gozado de mayor atencién entre los investigadores de uva en el ultimo siglo.

Estudios recientes han demostrado que los efectos benéficos sobre la salud promovida por el
consumo de uva y sus productos, se atribuyen a la mezcla Unica de compuestos polifendlicos.
Los flavonoides, como el grupo mas grande de polifenoles de uva, son los principales candidatos
que se considera que tienen propiedades bioldgicas, como actividades antioxidantes,
antiinflamatorias,  anticancerigenas, antimicrobianas, antivirales, cardioprotectoras,
neuroprotectoras y hepatoprotectoras (14,77), considerados ademds como los nutracéuticos

mas potentes en alimentos y productos fitofarmacéuticos (78-80).
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Debido a las ventajas de la biotecnologia moderna, que esta basada en células vegetales como
un método alternativo para la produccion de nutracéuticos a partir de la uva y, el conocimiento

de efectos benéficos en la salud (Figura 16), el estudio de uva se mantiene hasta la fecha.

Recientemente debido al alto impacto beneficioso para la salud, de los flavonoides de la uva, se
la ha relacionado directamente a la llamada "Paradoja Francesa", término que se refiere a la
“observacion epidemioldgica de la incidencia comparativamente baja de enfermedad coronaria
en la poblacién de la regién mediterranea, a pesar de su dieta local rica en grasas saturadas”. La
tradicion del consumo frecuente de vino tinto, que reduce el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, se informdé como el principal factor contribuyente. Los flavonoides en el vino

tinto son los fitoquimicos mas factibles a ser los responsables de este fendmeno (81).
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Figura 16. Productos primarios y subproductos de la uva, y sus efectos beneficiosos sobre el cuerpo.
Tomado y adaptado de Georgiev et al. (77).
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Los compuestos fendlicos (Tabla 7), en especial los flavonoides, se encuentran distribuidos
principalmente en la capa epidérmica de la piel de la baya y las semillas, ademas de ser los
principales grupos de compuestos fendlicos solubles en las uvas, asi como los principales

contribuyentes de las actividades bioldgicas en los productos derivados (37,77).

La gran cantidad de fenoles presentes en los vinos blancos son aquellos que proceden de la
pulpa, mientras que en los tintos, se liberan ademas los presentes en la cascara y las semillas.
Los compuestos fendlicos no coloreados presentes en la piel, mas abundantes, son flavan-3-oles
en forma monomeérica, tales como la catequina y epicatequina, mientras que los oligémeros o
formas poliméricas, también llamados proantocianidinas o taninos condensados, estan
presentes principalmente en las semillas de uva. Estos compuestos pueden contener

subunidades de acido gélico (37).

Tabla 7. Distribucion de los compuestos fendlicos mayoritarios en la baya.

Partes de la uva Compuestos fendlicos
pulpa acidos fendlicos y derivados
" flavonoles
cascara

antocianos (solo en uva tinta)

flavonoles
semillas flavan-3-oles (monémeros como catequina y epicatequina)
taninos (oligdmeros de flavan-3-oles)

Los pigmentos responsables del color de las uvas rojas se denominan antocianinas, se localizan
generalmente en la piel y aparecen durante el proceso maduracién. Las antocianinas son las
responsables del color del vino tinto, se derivan de cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina
y malvidina. Por lo general se producen como glicdsidos y acilglicésidos, donde la mas abundante

es malvidina-3-O-glucésido (37,38).

La distribucién de los polifenoles en el fruto de la uva (baya) no es del todo homogenea, sino
que se concentran principalmente en las semillas (60 %), la piel (30 %) y en menor grado en la
pulpa y tallos (menos de 10 %) (82). En la Tabla 8 se muestra algunos de los componentes
fendlicos de bajo peso molecular presentes en la cdscara y semillas de uva durante el proceso

de cosecha.
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Tabla 8. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular en semillas y cdscaras de uva.
Fuente Fanzone et al. (83).

Semillas de uva Cascaras de uva

) Delfinidina-3-glucosido
Acido gaélico

Cianidina-3-glucdsido
(+)-catequina

Petunidina-3-glucdsido
(-)-epicatequina o .

Peonidina-3-glucdsido
Epicatequina-3-galato Malvidina-3-glucésido

Procianidina B Delfidina-3-(6""-acetil)glucdsido

Procianidina B2 Cianidina-3-(6"-acetil)glucésido

Procianidina B3 Petunidina-3-(6"-acetil)glucésido
Procianidina B4 Peonidina-3-(6""-acetil)glucdsido
Procianidina B6 Malvidina-3-(6""-acetil)glucésido
Procianidina C1 Cianidina-3-(6""-p-cafeoil)glucésido
Tetramero cis-Petunidina-3-(6"- p-cumaroil)glucésido

Dimero de procianidina galato 1 Malvidina-3-(6""-p-cumaroil)glucésido

Dimero de procianidina galato 2 Peonidina-3-(6"'-p-cumaroil)glucésido

Trimero de Rudbidh TR Trans-malvidina-3-(6"’-p-cumaraoil)glucésido

. . ¥ Acidos hidroxibenzoico y derivados
Trimero de procianidina galato 2
Acidos hidroxicindmico
Dihidroquercetina-3-gucésido
Dihidroquercetina-3-ramnésido

Dihidrokaempferol-3-gucdsido

Los tipos de residuos de uva producidos estdn estrechamente relacionados con los
procedimientos llevados a cabo en el proceso de vinificacidn. El mayor porcentaje corresponde
a los residuos organicos, donde los principales son el orujo (u hollejos) formados por la piel,
pulpay semilla de uva, que se obtienen después de prensar el mosto; el raspdn que contiene los
tallos y hojas que se separan previamente de las uvas en una etapa de despalillado y por ultimo
las lias de fermentacidn, precipitado que aparece en el vino formado por las levaduras, que se
depositan al terminar el proceso de fermentacién junto con otros compuestos insolubles en

alcohol (tartratos, etc.) (84).
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La caracterizacién quimica de compuestos fendlicos varian desde métodos tradicionales como
los espectrofotométricos (ej. Folin Ciocalteu, el mas usado), que permite cuantificar los
polifenoles totales, hasta métodos que permiten realizar estudios mas especificos a nivel
estructural y/o molecular. Las técnicas instrumentales mas empleadas para la separacidn,
cuantificacion e identificaciéon de compuestos fendlicos son la Cromatografia de Gases (GC),
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) y Cromatografia Liquida de Ultra Alta

Resolucién (UHPLC) acoplados a espectrometria de masa (MS).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos en general, viene a ser el resultado de la
combinacion de muchas de sus propiedades como su capacidad quelante de hierro,
secuestradora de radicales libres y la inhibicion de las oxidasas lipooxigenasa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa y la xantina oxidasa, que en conjunto evitan “la formacidn de especies reactivas

de oxigeno y de hidroxiperdxidos organicos” in vivo (65,85).

Estos métodos se basan en la medida del dafio oxidativo causado a un sustrato susceptible a ser
oxidado, inducido por agente oxidante, de manera que la presencia de un antioxidante inhibe o
reduce el dafio. En consecuencia, los métodos miden la proporcionalidad de esta inhibicién a la
actividad antioxidante del compuesto. Los métodos establecidos difieren en muchos factores
como el agente oxidante, tipo de sustrato, la técnica instrumental, medida del punto final y
posibles reaccoines que puedan ocurrir el medio de reaccién (37). Existen dos metodologias para

determinar este parametro, in vitro e in vivo.

2.5.1.1. Metodologia in vitro

Pese a que no lograr reproducir completamente las condiciones fisiolégicas de nuestro
organismo y excluir la capacidad que tiene el proceso metabdlico de un ser vivo de modificar la
actividad de los compuestos antioxidantes, esta metodologia permite diferenciar la accidon
antioxidante. Sin embargo muchos de los ensayos, con el fin de aproximarse a las condiciones
fisioldgicas, incluyen radicales propios de los sistemas bioldgicos (ej. ROOe y ¢OH) pero no

siempre es posible alcanzar una completa reproducibilidad (86).
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Métodos directos

a. Reacciones SET y HAT: Ambas reacciones de transferencia de electron (Single Electron
Transfer, SET) y de un 4tomo de hidrégeno respectivamente (Hidrogen Atom Transfer, HAT),
estan basadas en la capacidad de detener el proceso de oxidacién lipidica en cadena por

medio de la reaccidn directa con los radicales libres (37,86).

b. Oxidacion de radicales:
DPPH: el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Figura 17), en presencia del antioxidante logra ser
capturado, hecho que conduce a una disminucién de su absorbancia (37), la Figura 18

muestra un posible mecanismo de la reaccién de un flavonoide con DPPH.

NO 2

NO, N

02

Figura 17. Estructura del radical DPPHe.
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Figura 18. Posibles mecanismos para la reaccion de quercetina con DPPH (87).
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TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) o ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico)): En este método se produce una reaccidn de tipo SET, que
consiste en la captura del radical catidonico ABTSe* por el antioxidante, lo que genera una

disminucién de la absorbancia (el radical catidnico es coloreado), el cual se mide (37,86).

ORAC (oxygen radical absorbance capacity): Técnica basada en la medicion de la pérdida de
de fluorescencia de una molécula con dicha propiedad, causada por la accion de radicales

peroxido (ROOe) (37,86).

El método ORAC emplea radicales peroxilo o hidroxilo que son especies reactivas de oxigeno
(ROS) importantes fisiolégicamente y por tanto de gran significancia. Por el contrario, los

métodos de DPPHy TEAC (ABTS) emplean radicales libres que son extrafios al organismo (37,86).

Método indirecto - cuantificacion de polifenoles

Folin Ciocalteu: Método colorimétrico que se usa para medir el contenido de fenoles totales, en
el que se emplea el reactivo de Folin Ciocalteu (que contiene una mezcla de acido fosfotungstico
y acido fosfomolibdico), carbonato de sodio y el estandar (acido galico). La reaccion se lleva a
cabo en medio bdsico, en el que se da un cambio en la coloracidn de la solucidn, de amarillo a
un azul. Su determinacidon se realiza por espectrofotometria UV-Vis y la medida de la

absorbancia del producto de reaccidn se lleva a cabo a 765 nm (88).(37).

Se define como una enfermedad inflamatoria aguda o crdénica de la mucosa gastrica, producida
por factores exdgenos y enddgenos (ver Tabla 9) que afectan al estomago (89,90). El término
gastritis, al ser un concepto netamente histoldgico, no se trata de un proceso patoldgico
homogéneo, sino de un grupo heterogéneo de enfermedades de etiologia y mecanismo

patogénico multifactorial (91).

La gastritis es una de las enfermedades (digestiva) mas conocida a nivel mundial, su incidencia
es variable a lo largo de las diferentes regiones y paises. La frecuencia de esta enfermedad en el
Perl es muy alta en sus tres regiones costa, sierra y selva. Segun los reportes realizados por
Valdivia (2011) y Ramirez et al. (2002), muestran que en nuestro pais, la Ulcera gastrica es de
mayor incidencia que la tlcera duodenal, hecho que conlleva a la prevalencia del cancer gastrico

en la poblacién (90,92).
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Tabla 9. Factores que contribuyen al desarrollo de la gastritis (91).

FACTORES EXOGENOS FACTORES ENDOGENOS

o Helicobacter pylori

« Antiinflamatorios no «  Acido géstrico y pepsina

« Bilis
e Jugo pancreatico

esteroideos, AINEs
« Irritantes gastricos
« Drogas (tabaco)
e Alcohol
o Cdusticos

e Urea (Uremia)
¢ Inmunes

o Radiacion

2.6.1.1. Clasificacion

Las caracteristicas de los diferentes tipos de gastritis, “basadas en criterios clinicos, factores

etioldgicos, endoscdpicos o patoldgicos”, se muestran en la Tabla 10 (89,90,93).

Tabla 10. Clasificacion de la gastritis y causas que conllevan a su desarrollo.

Tipo Caracteristicas Causas
Inflamacidn transitoria de la mucosa .
Gastritis .. N o « Consumo de alcohol, cigarro y uso
gastrica acompaiiada de multiples
aguda . de AINEs.
erosiones.

» « Ingesta de farmacos y AINEs.
Inflamacidn frecuente de la mucosa - ] Lo
L n B . » Tratamientos radioterapéuticos,
Gastritis gastrica con erosiones y multiples ulceras
.. N . consumo de alcohol y drogas.
hemorragicas = superficiales agudas (en ocasiones con . o L
« Hipoperfusidn de la mucosa géstrica

pequefias petequias). »w
y reflujo biliar.

Inflamacién de la mucosa, se presenta « Consumo reiterado de sustancias
Gastritis gradualmente durante un tiempo irritantes, alcohol, nicotina, AINES.
crénica prolongado. « Reflujo biliar desde el duodeno.

Las lesiones son de caracter irreversible. « Infeccidn por Helicobacter pylori.

Tipo de gastritis muy poco frecuente.

Gastritis . - « Deficiencia de la vitamina B12.
] Causante de la anemia perniciosa. N .
tipoAo . , « Debilitamiento de la pared del
L Predispone a desarrollar un cancer de ,
fundica ) estdmago.
estdmago.
M4ds comun que el tipo A.
Afecta a la porcion inferior del estdmago .. . .
Gastritis , « Infeccidn croénica por la bacteria
) cercano al piloro. ) .
tipoB . , Helicobacter pylori.
Predispone a desarrollar un cdncer de
estomago.
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2.6.1.2. Tratamiento

Medidas terapéuticas generales

« Prescripcidn de dieta sin sustancias irritantes (ej. café, tabaco, alcohol y aji) y uso de
medicamentos que contrarresten la agresion de la barrera gastrica.

« Citoprotectores de la mucosa gastrica (ej. sucralfato, bismuto y misoprostol).

o Antagonistas de receptores H..

« Inhibidores de la bomba de protones (89,94).

Medidas de tratamiento especifico

Gastritis por AINEs: El retiro y reduccion de los medicamentos o la administracion de la misma
con algunos alimentos, pueden mejorar los sintomas. En el caso de sintomas persistentes se
realiza un estudio histoldogico por medio de una endoscopia y en base a ello se trata
sintomaticamente mediante el uso de:

e Sucralfato

e Misoprostol (andlogo de prostaglandina),

e Antagonistas de receptores H, (Ranitidina)

e Inhibidores de la bomba de protones (omeprazol, rabeprazol, pantoprazol, lansoprazol

y esomeprazol) (89,90,94).

Se trata de una enfermedad relativamente frecuente, de origen multifactorial, que actua de
forma aislada o combinada. Produce un desequilibrio entre los elementos agresivos y defensivos
de la mucosa gastroduodenal, que se caracteriza por la presencia una lesion localizada o general
de la mucosa gastroduodenal. Esta lesién penetra la capa de la mucosa o algunas veces la capa
muscular del estémago y como resultado se forma una cavidad con inflamacién aguda y crénica

a su alrededor (95-97).

2.6.2.1. Patogenia (causas)

Las variaciones en la produccion de acido (un aumento relativo o abosluto) o disminucion de las
defensas de la mucosa, produccién de mucosa, bicarbonato, prostaglandinas y microflora
coldénica normal, predisponen a la enfermedad de Ulcera péptica. Hace alguin tiempo atras, la
produccién excesiva de acido clorhidrico era considerada la principal responsable de esta

enfermedad, hasta el descubrimiento de un agente infeccioso denominado Helicobacter pylori.
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Dentro del conjunto de los factores agresivos o citotdxicos estdn la pepsina, medicamentos
como la aspirina, los antiinflamatorios no esteroideos y los dacidos biliares y aquellos

mencionados en la Tabla 9 (98).

2.6.2.2. Epidemiologia

El uso de AINES (principalmente inhibidores COX-1), la infeccién por Helicobacter pylori y el
estrés son los principales factores de riesgo para el desarrollo de Ulcera péptica, entre los cuales
el uso de AINES viene a ser la causa principal de esta enfermedad. Por otra parte, cabe
mencionar otros factores no menos importantes como son la historia previa de enfermedades
del paciente (enfermedad pulmonar obstructiva crénica EPOC, insuficiencia renal crénica IRC,
enfermedad coronaria), personas mayores de 50 afos, problemas de tabaquismo, consumo de
bebidas alcohdlicas, uso de antiagregantes plaquetarios como la aspirina, inhibidores selectivos
de la recaptura de serotonina (las denominadas ISRS), vitamina K oral y glucocorticoides. Estos
factores en conjunto con los AINEs incrementan la probabilidad de desarrollar una Ulcera

péptica (96).

2.6.2.3. Fisiopatologia

Son diversos los factores que contribuyen al desarrollo de la Ulcera péptica, que tiene como
consecuencia final la lesion de la mucosa gastrica o duodenal (96), y las formas mas frecuentes

de Ulceras pépticas son inducidas por:
Helicobacter pylori

Un bacilo espiral flagelado Gram-negativo, productor de ureasa, que habitualmente se adquiere
en lainfancia. Se encuentra cerca del 90 —95 % en el estdmago de pacientes con Ulcera duodenal
(UD) y del 60 - 80 % en aquellos que tienen Ulceras gastricas (UG). Con la evidencia de la accidn
de Helicobacter pylori en pacientes infectados, la cual consistia en la modificacidn de la secrecion
de acido en el estdmago, se sabe que preferentemente coloniza el epitelio del tipo gastrico, este
hecho conduce a una reduccion de la poblacion de células D (productoras de somatostatina) y
como consecuencia, el aumento de la secrecidn acida. La capacidad de adhesion de Helicobacter
pylori a la superficie del epitelio celular permite su localizacién por debajo de la capa de moco;
ademds, tiene la capacidad de crear un micro-entorno alcalino debida a la presencia del amonio,

producto de la transformacién de la urea gracias a la actividad de la ureasa (92,95,97).
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Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Estas lesiones se desarrollan como resultado de la administracion de estos farmacos, que
independientemente de la dosis, sean estas realtivamente bajas, de consumo a corto, medio o
largo plazo, pueden presentarse con diferentes intensidades. Estas variaciones guardan relacion

con lacomposicion, caracteristicas quimicas del farmaco y la condicion médica del paciente (95).

Los AINEs, farmacos ampliamente utilizados, de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas,
tienen la capacidad de inhibir las isoenzimas de ciclooxigenasa COX-1 y COX-2, responsables de
la produccion o sintesis de prostaglandinas (PG). Estas isoenzimas ejercen una funcién
protectora de la mucosa gastrica, por medio del aumento tanto de la secreciéon de mucus como
del bicarbonato, el flujo sanguineo y la restauracién epitelial. Por consiguiente, la inhibicién de
las isoenzimas altera los mecanismos de proteccidn, lo que conlleva al ataque de la mucosa por
los acidos biliares, la pepsinay el acido clorhidrico. A la fecha se ha determinado que los usuarios

de AINEs desarrollan ambos tipos de Ulcera tanto duodenal como gastrica (95-97)

Estrés

A diferencia de las anteriores, este tipo de lesiones son indistinguibles y de menor incidencia.
Usualmente se presenta en pacientes politraumatizados, con sepsis, enfermos con hipertensién
endocraneal, pacientes que han sufrido shock hemorragico, aquellos que han sido sometidos a
ventilacién mecdnica o cirugia mutilante, en general aquellos intervenidos en unidades de

cuidados intensivos (95).

2.6.2.4. Terapéutica de la Ulcera Péptica

Debido a que la ulcera se produce por un desequilibrio entre los factores agresivos y factores
defensivos de la mucosa gastroduodenal, el tratamiento farmacolégico se basa estrictamente
en la restauracion de este equilibrio y para ello se cuentan con tratamientos conocidos como

farmacoldgicos y no farmacoldgicos (95).

Tratamiento no farmacolégico

Consiste en tomar las siguientes medidas higiénico-dietéticas.
e Abstencion al consumo de bebidas alcohdlicas, que ocasionan gastritis tras lesionar la
barrera de la mucosa y a su vez retarda su cicatrizacion.
e Disminucién del consumo de tabaco: factor causal (etiolégico) de la Ulcera duodenal,

retarda la cicatrizacidon y aumenta la recurrencia.
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Disminucidn de la ingesta de leche y derivados: las proteinas lacteas y el calcio estimulan
la secrecién de 4cido.

Abstencién del consumo de farmacos ulcerogénicos como el acido acetilsalicilico,
antiinflamatorios, corticoides, entre otros.

Fijacion de una dieta fraccionada, que conste de cinco o seis comidas al dia,

debidamente variadas y equilibradas (95).

Tratamiento farmacoldgico

A la fecha existe una gran cantidad de medicamentos que contribuyen al tratamiento de la

Ulcera, en la busqueda de dos objetivos que son conseguir el alivio sintomatico y la cicatrizacion.

a.

Antihistaminicos H; (antagonistas de los receptores Hy): su mecanismo de accidn consiste
en inhibir de una forma especifica y reversible, la accién de la histamina sobre el
receptor H, (encargado de la produccidon de HCI) de las células parietales. Debido al
efecto sinérgico que ejerce la histamina sobre la secrecién 4acida, los antagonistas H;
disminuyen parcialmente la produccién de HCl (originadas por acetilcolina vy
pentagastrina), reducen el volumen total de secrecion y la concentracién de H*, lo que
acelera la cicatrizacion de las Ulceras. Entre los mas comunes se tiene a la Ranitidina (la

mas utilizada), famotidina, cimetidina, nizatidina y finalmente la roxatidina (95,97).

Inhibidores de la bomba de protones, IBP: son antisecretores mds potentes que los
bloqueadores H,, debido a que son mas rapidos y eficaces en lograr alivio sintomatico y
cicatrizar las lesiones gastroduodenales. Estos compuestos actian de manera selectiva
en la etapa final del proceso de secrecién acida, donde se encuentra la enzima
H*K*ATPasa o bomba de protones, la cual expulsa iones H" al medio gastrico para formar
el HCl al encontrarse con el respectivo anién. Los inhibidores de la bomba de protones
inhiben de manera irreversible a la H'K*ATPasa y conducen a una reduccién continua de
la secrecién dacida, hasta la sintesis de nuevas enzimas. En la Figura 19 se ilustran

estructuras de algunos inhibidores (95,97).

Neutralizantes de la secrecidn dcida (antidcidos): este grupo farmacolégico se compone
de compuestos inorganicos, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 11 (99), cuya
caracteristica comun es neutralizar el HCI del estémago, lo que disminuye la acidez e
inactiva las sales biliares y pepsinas. Se caracterizan por lograr un alivio sintomatico
inmediato y solamente se utilizan como medida de apoyo. Estas sustancias estan
compuestas de éxidos e hidréxidos de metales di- y tri-valentes, como el Ca** y A"y

otras sales (95,97).
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Figura 19. Estructura de inhibidores de la bomba de protones.

Tabla 11. Principales antidcidos.

. Propiedad Sal formada en Solubilidad
Antiacido K .
neutralizante el estémago de la sal
NaHCO3 alta NaCl alta
CaCOs moderada CaCl, moderada
Al(OH); alta AlCl; baja
Mg(OH): alta MgCl, baja

d. Protectores de la mucosa: este tipo de farmacos son apropiados para la cicatrizacién de
las lesiones gastroduodenales sin inhibir la secrecion acida y ayudan a la proteccion de
la mucosa. Sin embargo, debido a una baja eficacia para el control de la sintomatologia
y bajo poder cicatrizante, respecto a los antihistaminicos e inhibidores de la bomba de

protones, actualmente su uso es minimo o nulo (99).
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e.

Erradicadores de Helicobacter pylori: el principal objetivo de este tratamiento es
alcanzar la erradicacion total del microorganismo, mas no la eliminacidn o aclaramiento
(100). Dentro de este grupo de compuestos se encuentran claritromicina (Figura 20),
amoxicilina, nitroimidazoles, tetraciclinas, sales de bismuto coloidal y la combinacién de

claritromicina y amoxicilina con los inhibidores de bomba de protones.

Figura 20. Estructura quimica de la claritromicina.
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3. METODOLOGIA

Reactivos
e Sulfato de sodio anhidro, Na;SOq e Hexano
e Hidréxido de potasio, KOH e Metanol
e Estandar FAMES (Resteck) e Metanol HPLC
e Acido sulfurico, H,SO4 e FEtanol
e Acido acético glacial e Butanol
e Carbonato de sodio, Na,COs3 e Acetato de etilo
e Folin Ciocalteu e Cloroformo
e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e Eter de petrdleo

e Ranitidina (Farmindustria)
e Naproxeno (Farmindustria)

e Halatal-Sanivet

Equipos

e Molinillo eléctrico, BOSCH
e Estufa

e Bafio con Ultrasonido

e Espectrofotdmetro UV-Visible Perkin EImer Lambda850, laboratorio de Instrumentacion,
Seccién Quimica-PUCP

e Cromatégrafo de gases, GC FID 7890A, laboratorio de instrumentacidn Seccidon Quimica-
PUCP

e Reactor de fluidos supercriticos, Supercritical Fluid Inc, Laboratorio de Procesos
Industriales - ITEPA

e UHPLC ESI MS-MS*
e Balanza analitica**, Mettler (precision de 0,001 g)

e Equipo de diseccion**, Accumax

*Ultra cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un espectrofotémetro ESI- MS/MS Thermo
Scientific™ Dionex™ Ultimate RSLC 3000, Universidad de Antofagasta, Chile.

** Materiales utilizados en el laboratorio de Productos naturales de la Universidad Privada Norbert
Wiener
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3.2. Origen y acondicionamiento de la muestra

El orujo de uva (Figura 21), se obtuvo de una empresa vitivinicola, ubicada en la ciudad de Ica.
Las muestras se recepcionaron en bolsas de polietileno y mantuvieron a una temperatura
aproximada de 4 °C durante su transporte y almacenamiento y en todo momento se evito el

contacto con la luz.

Figura 21. Orujo de uva de la variedad Malbec.

La seleccidn de las semillas del orujo se realizd manualmente con ayuda de pinzas y mallas;
posteriormente se procedié con el secado en una estufa a una temperatura de 45 °C, por

aproximadamente 48 horas hasta alcanzar peso constante.

Las semillas previamente secadas, se sometieron a un proceso de molienda en un molinillo
eléctrico para obtener un tamafio de particula aproximando de 0,5 mm (Figura 22), para facilitar

el proceso de extraccion.

Figura 22. Semillas de uva seca y molida.
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A la semillas de uva, previamente secada y molida, se le extrajo el aceite por dos métodos, el
tradicional por Soxhlet (ES), siguiendo la metodologia propuesta por Da Porto et al. (4) y lo

propio con fluidos supercriticos (FS), se basé en el método desarrollado por Fiori et al. (101).

La extraccidn por el método Soxhlet se llevé a cabo haciendo uso de n-hexano como solvente,
la relacion muestra-solvente fue de 1:6 y el tiempo de extraccidon de 3 a 4 horas, se enfrid y se
concentrd en un rotavapor, a la temperatura de 45 °C. Posteriormente se calcul6 el rendimiento
de extraccidn y el aceite (ES) se almacend en refrigeracion a 4 °C para su analisis posterior. El

rendimiento se obtuvo en base a la siguiente férmula:

REndim o Cantidad de aceite obtenido % 100 %

Cantidad de muestrainicial

En la extraccion por el método de fluidos supercriticos, fue empleado el equipo Supercritical
Fluid Extractor STF-150 (Supercritical Fluid Technology, USA), el cual incluye una bomba
neumatica, un extractor de 100 cm? con sistema de calentamiento hasta 100°C, valvulas de
control y bloqueo de CO; supercritico, asi como un medidor de flujo de CO,. En cada extraccion
se utilizaron 30 g de semillas con didmetro medio de particula de 388.14 um, flujo de salida de
CO; de 5 pies3/h y tiempo estético de extraccion de 30 min. Las muestras fueron obtenidas bajo
diferentes condiciones definidas de presion, temperatura, flujo y tiempo dinamico de

extraccion.

Las muestras fueron obtenidas bajo las siguientes condiciones:

1. Muestra 20: P = 6615 bar, T = 50°C, Flujo = 5 pies®/h, t. dindmico de extraccién = 30 min

2. Muestra 28: P = 7655 bar, T = 68°C, Flujo = 5 pies®/h, t. dindmico de extraccién = 180
min.

La obtencion de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) se llevd a cabo siguiendo el
método propuesto por Fiori et al. (101) con algunas modificaciones, en el que se usé hidroxido
de potasio (catalizador), metanol (MeOH) y el aceite de semilla de uva obtenido. Este proceso

se llevd a cabo en dos etapas:
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a. Reaccién de transesterificacion: se llevd a cabo en un equipo que consta de un baldn de 50

mL con su respectivo sistema de refrigeracion y plancha con agitacion.

e Se prepard una disolucion del catalizador en metanol (KOH 0,5 M).

e Se cargo el aceite en el balén (aproximadamente 0,5 g).

e Seafadieron 10 mL de la disoluciéon del catalizador.

e latemperatura se mantuvo entre 65y 70 °C, bajo agitacion durante 3 horas.

b. Separacion y purificacidn: se llevo a cabo mediante el proceso de particion liquido-liquido

(I-1), decantacion y evaporacion (Figura 23).

[ Medio de reaccién }

Enfriamiento l Acidificacién H,SO4:MeOH

Extraccion liquido-liquido
con hexano

l Centrifugacion

[ Decantacion }
Secado con Na,S0,
Filtracion
E Evaporacion }
FAMEs — E Andlisis GC }

Figura 23. Etapa de separacion y purificacion de los FAMEs.

Después de la transesterificacion, los FAMEs obtenidos fueron analizados en un cromatdégrafo
de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID). La identificacién de los acidos grasos, se
realizd por comparacion de los tiempos de retencidn de un estdndar de ésteres metilicos de 28
componentes FAMEs (NLEA Mix 28 componentes) y una curva de calibracion construida
tomando 6 concentraciones diferentes. Las condiciones cromatograficas utilizadas para el

analisis de las muestras y la curva de calibracién fueron:
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Equipo

Detector

Columna

Temperatura de columna

Temperatura de inyector
Temperatura de detector
Gas portador

Flujo del H;

Volumen de inyeccion

Split

Cromatografo Agilent

FID

DB-26 (Cianopropilo al 50 %, dimetilpolisiloxano al 50
%)

50 -100 °C (12 min) a 5°/min; 100 — 150 °C (5 min) a
10°/min; 150 — 230 °C (18 min) a 20°/min

250 °C

300 °C

He

30 mL/min

1pul

1:10

3.4. Compuestos fendlicos y su cuantificacion

3.4.1. Extraccidon de compuestos fendlicos.

Se realiz6 por maceracion de las semillas de uva, previamente desgrasadas, con metanol de

forma exhaustiva a temperatura ambiente,

bajo oscuridad. Para ello se pesaron

aproximadamente 100 g de semillas desgrasadas, se trasvasé a un matraz de 500 mL y se extrajo

con metanol, con agitacidn constante. Se juntaron los extractos, se filtraron y posteriormente

fueron concentrados a sequedad con la ayuda de un rotavapor, seglin se muestra en la Figura 24.

Finalmente, los extractos secos se almacenaron bajo refrigeracidn para su uso posterior.

E Harina de semilla ]

l Extraccién con metanol

Filtrar }

A4

[

[ Residuo

v
[ Sobrenadante }

l Concentrar

Extracto seco
(comp. fendlicos)

v
v v

[

Cuantificacion de 1 Actividad
fenoles totales antioxidante

Figura 24. Procedimiento de extraccion de compuestos fendlicos.
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Para la determinacidn cuantitativa de compuestos fendlicos totales del extracto, se usé el

reactivo de Folin Ciocalteu, de acuerdo con el método desarrollado por Yu et al. (102) con

algunas modificaciones. Se mezclé un volumen determinado de extracto metandlico, a una

concentracion 1 mg/mL (M10, M20 y M40) con reactivo de Folin Ciocalteu, carbonato de sodio

al 7,5 % y agua destilada. Después de 1 hora de reaccién a temperatura ambiente, se mide la

absorbancia a 765 nm en el espectrofotdmetro (ver Tabla 12).

Tabla 12. Reactivos utilizados en la determinacion de fenoles totales.

Reactivos

Volumen

Folin Ciocalteu

NazC03 7,5 %

Aforar (H,0) a:

Blanco

450 pL
4 mL

10 mL

M10

10 pL

450 pL

4 mL

10 mL

Muestras
M20
20 plL

450 pL
4 mL

10 mL

M40
40 L
450 plL

4 mL

10 mL

Para el calculo correspondiente se usd acido galico como estandar, con el cual se procedié a

realizar una curva de calibracion de 6 puntos, en un rango de concentracién entre 1 a 16 ppm a

partir de una solucion de acido galico de 1 mg/mL (ver Tabla 13). Se tomaron mediciones por

triplicado y los resultados se expresaron en mg de acido galico (AG) por gramo harina de semillas

de uva.

Tabla 13. Estdndar y reactivos utilizados para la curva de calibracion.

Reactivos

Volumen
Folin Ciocalteu
Na;C0:7,5%

Aforar (H:0) a:

Blanco

450 pL

4 mL

10 mL

1ppm

10 uL

450 pL

4 mL

10 mL

3 ppm

30 L

450 pL

4 mL

10 mL

Estandares
6 ppm 9 ppm
60 pL 90 uL
450yl 450 pL
4 mL 4 mL
10 mL 10 mL

12 ppm

120 pL

450 pL

4 mL

10 mL

16 ppm

160 pL

450 pL

4 mL

0L
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La actividad antioxidante del extracto metandlico se evaludé por el método del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe) in vitro, propuesto por Barréon y colaboradores (103) con algunas
modificaciones, el cual consiste en la variacion de la concentracién de radicales libres DPPHe
inicial y final de la reaccidn, a condiciones adecuadas de temperatura y en oscuridad, donde se
produce la estabilizacion del radical por los diferentes compuestos antioxidantes presentes en
las soluciones del extracto, preparado a distintas concentraciones y posteriormente, se mide la

absorbancia del DPPH a 515 nm.

Se prepard una solucion metandlica del extracto seco, obtenido en la etapa previa, a una
concentracion de 1 mg/mL, a partir de la cual se obtuvieron diferentes diluciones y
seguidamente se les afadid una solucidn de de DPPHe a una concentracién de 20 ppm en
metanol. La reaccién se llevé a cabo a temperarura ambiente durante 2 horas, luego se procedié
a la lectura de la absorbancia. El mismo proceso se repitié con una solucién estandar de acido
ascérbico (vitamina C), a una concentracién de 1 mg/mL. Las proporciones de los reactivos
utilizados tanto para el extracto metandélico como para el acido ascérbico fueron las mismas, las

cuales se detallan en la Tabla 14.

Tabla 14. Reactivos empleados en la determinacion de la actividad antioxidante.

[Extracto / Volumen (pL) Volumen (uL) Volumen (mL)
estandar] pg/mL extracto MeOH DPPH

Blanco - 3 i

0 0 1 3

10 10 990 3

15 15 995 3

20 20 980 3

25 25 975 3

30 30 970 3

35 35 965 3

40 40 960 3

50 50 950 3

60 60 940 3
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El andlisis se realizd gracias a la colaboracién del Laboratorio de Productos Naturales del
Departamento de Quimica de la Universidad de Antofagasta (Chile), en un equipo UHPLC con
detector PDA (arreglo de diodos) acoplado con un ESI-Orbitrap-MS (con una ionizacién por

electrospray).

La determinacion se realizé segln la metodologia propuesta por Simirgiotis et al. (104), para ello
se pesd 5 mg de extracto metandlico seco, se disolvié con 5 mL de metanol frio con la ayuda de
un bafio de ultrasonido. Una vez obtenida la solucidn, esta se procedid a filtrar a través de una
membrana microporosa de 0,45 um (PTFE) y finalmente se trasvasoé a un vial. Las condiciones

de trabajo de la cromatografia liquida se describen a continuacion (104):

Condiciones de ultracromatografia liquida

Columna UHPLC C18 (Acclaim, 150 mm, 4,6 mm ID, 5 um)
Temperatura de columna 25°C

Fase movil A 1 % de solucidn acuosa férmica

Fase mévil B acetonitrilo

5%B (0—5min),5-30%B (5 min),30% B (5
Gradiente min), 30— 70 % B (5 min), 70 % B (5 min) y 70 —
5% B (10 min)

Deteccidn 200-800 nm
Equilibrado de columna 12 min
Velocidad de flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccidn 10 pL

Temperatura del
P 10°C
automuestreador

Se evalud el efecto gastroprotector de los extractos metandlico y butandlico obtenidos de la
semilla de uva, para ello se siguié el modelo de Ulcera géstrica inducida por Naproxeno (94), en
ratas de la cepa Holtzman, adquiridas en el bioterio de Facultad de Ciencias de la Universidad

Cayetano Heredia. Las ratas utilizadas fueron entre machos y hembras de tres meses de edad.
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3.7.1. Obtencion de los extractos

Para el proceso de extraccion se siguid la metodologia propuesta por Toso & Skliar (14), la cual

se detalla en la Figura 25.

[ Harina de semilla sin desgrasar }

Extraccién con metanol

\ 4

[ Filtrado }
!

v v

{ Residuo J Sobrenadante J

{ Concentrado

[ Extracto seco J

l Particién con Hexano
v v
Extracto
[ Frac. Hexanica J [ Residuo J ﬁ

metanolico

Particién con CHCl3 1

v v

[ Frac. CHCl3 J [ Residuo J

Particiéon con BuOHl
Extracto ‘ *
butandlico h [ Frac. BuOH } { Residuo }

Figura 25. Proceso de obtencidn de los extractos alcohdlicos de semillas de uva.

El procedimiento empezd con harina de semillas de uva, seca y sin desgrasar, la primera
extraccién se realizd con metnaol, seguida de extracciones sucesivas liquido-liquido con
diferentes solventes como hexano (desgrasado), cloroformo (CHCls) y butanol (BuOH).
Finalmente se obtuvo dos extractos secos, metandlico y butandlico, los cuales resaltan en la
Figura 25. La temperatura de trabajo durante el proceso de extraccién y concentracion, fue por
debajo de 45 °C, con el fin de disminuir la actividad de los componentes bioactivos, por efecto

de la temperatura.
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3.7.2. Estudio farmacoldgico

3.7.2.1. Preparacion de los animales de experimentacion (ratas)

Se trabajoé con 40 ratas macho (280 + 35 g de peso) y 30 ratas hembra (180 + 35 g de peso) de la
cepa Holtzman. El periodo de aclimatacion fue de 5 dias en el bioterio del laboratorio de

Productos Naturales de la Universidad Norbert Wiener, a la temperatura de 19 a 25 +2,0°C.

3.7.2.2. Determinacion del indice de ulcera gastrica

Para la evaluacién de esta actividad se trabajé con 70 ratas. Las sustancias utilizadas fueron
Ranitidina (como farmaco patrén) a una dosis de 150 mg/kg, Naproxeno (como agente
ulcerogénico) a una dosis de 550 mg/kg, extracto metandlico y butandlico a diferentes
concentraciones, segun se detalla en la Tabla 15, halatal-Sanivet (veneno), agua destilada. Todas

administradas por via oral, utilizando una canula metalica.

Tabla 15. Tratamientos aplicados para la determinacion del efecto gastroprotector.

Grupo Tratamiento

. Unicamente agua destilada 1 mL/100 g de peso
Grupo 1 Control negativo
corporal

Ulcera gastrica .
Grupo 2 . i Naproxeno sédico 550 mg/kg
inducida (U.G.1)

Grupo 3 Patron Ranitidina 150 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
Grupo 4 200 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
Grupo 5 Tratamiento con 400 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
extracto
Grupo 6 metandlico 600 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
Grupo 7 800 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
Grupo 8 200 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
Tratado con
Grupo 9 extracto 400 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
butandélico
Grupo 10 600 mg/kg + Naproxeno 550 mg/kg
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El total de ratas se dividié aleatoriamente en 10 grupos de siete miembros cada uno
(conformada por 4 machos y 3 hembras). Todas las ratas fueron pesadas y etiquetadas para la
determinacion de la dosis adecuada de las soluciones preparadas e identificacion de las mismas

respectivamente. Los detalles del procedimiento se muestran en la Figura 26.

Material bioldgico (70 ratas)
cepa Holtzman

Pesado l Etiquetado

Seleccion al azar de grupos de
trabajo

24 horas l ayuno

!

Grupo patron:
Ranitidina

Tratamientos:
Ext. MeOH y

Grupo U.G.I:
Naproxeno

Grupo control:

Agua destilada 1
mL/100 g de
peso corporal

150 mg/kg +
Naproxeno
550 mg/kg

BuOH de semillas
de uva

sodico
550 mg/kg

\ \ 1 hora después !

{ Administracion de Naproxeno }

& l 5 horas después

Sacrificio de los animales y
extraccién de estémagos

Examen macroscopico 1 Escala de Marhuenda

[ Resultados }

Figura 26. Protocolo para la determinacion de la dlcera gdstrica.

Los animales se mantuvieron en ayuno durante 24 horas, durante ese tiempo solamente se les
suministré agua. Posteriormente se les administraron via oral las diferentes dosis de extractos,
previamente preparados en agua destilada. Pasada una hora, se les suministré la solucién
ulcerogénica y 5 horas después, los animales de experimentacion fueron sacrificados

suministrando una dosis de halatal.
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Una vez sacrificadas las ratas se les efectud una laparotomia en el tercio de la linea media
abdominal, extrayéndose el estdmago con ayuda de un equipo de diseccidn, el cual fue abierto
por la parte cédncava superior y lavado cuidadosamente con agua. Finalmente los estdmagos, se
extendieron sobre una superficie plana para el andlisis macroscopico correspondiente con ayuda

de una lupa.

Las lesiones producidas en la capa de la mucosa y muscular del estdmago se evaluaron mediante
el uso de la escala de Marhuenda modificada, que tiene como pardmetros de analisis

macroscoépico los signos que se muestran en la Tabla 16.

El resultado del efecto gastroprotector se expresé en porcentaje de inhibicidon respecto al indice

de ulceracién del grupo de control, segun la siguiente expresién:

P media del U.G.| - P media del GT ¢
P media del U.G.I

% Inhibicion= 100

Donde:

P = Promedio obtenido en la evaluacidn macroscdpica segln escala
U.G.| = grupo de Ulcera gastrica inducida

GT = grupo tratamiento

Tabla 16. Parametros de la escala de Marhuenda.

PUNTAIE
SIGNOS
0 1 2 3
Pérdida de pliegues de
No presenta Presenta
la mucosa
Decoloraciéon de la
No presenta Presenta
mucosa
Edema No presenta Presenta
Hemorragias No presenta Presenta
Numero de petequias Ninguno Del-5 De5-10 De 10-15
Intensidad de la No presenta Ulcera menor Ulcera mayor Ulcera
ulceracién Ulcera de 1 mm de 1 mm perforada
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El andlisis consistid en la evaluacion de diversas variables como el modelo bioldgico empleado
(ulcera gastrica inducida por Naproxeno), la cantidad y frecuencia de las lesiones gastricas
(ulceras) presentadas en los estdmagos de los animales de experimentacién y su variacion con
los diferentes tratamientos aplicados. Finalmente se realizd una comparacién del sistema de
valoracién de las lesiones gdstricas observadas, para esto se recurrié a la escala de Marhuenda
presentada anterioremente. Los datos se presentaron en términos de porcentaje de inhibicidn,
y la diferencia de resultados entre los tratamientos aplicados se determiné por medio del

andlisis de varianza (KRUSKAL WALLIS).

Para el procesamiento de datos nos apoyamos en el paquete estadistico, SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences), version 23, afio 2018.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se pesd entre 60 — 120 g de semillas de uva previamente secas y molidas para la extraccion via
Soxhlet y 30 g para la extraccién por CO; supercritico, el cual se llevd a cabo en el laboratorio
del Grupo de Investigacion en Tecnologia de Procesos Agroindustriales (ITEPA-PUCP), las

cantidades de aceite obtenidos se detallan en la Tabla 17.

Tabla 17. Porcentaje de extraccion de aceite de semillas de uva.

Soxhlet Fluidos supercriticos (FS)

Peso de Peso de
# Peso de % de # Peso de % de

muestra . . muestra . .

Ensayo aceite (g) extraccion Ensayo aceite (g) extraccion
(8) (8)
1 60 8,9647 14,94 1 30 0,3045 1,02
2 100 14,6324 14,63 2 30 2,4732 8,24
3 120 17,9534 14,96
4 80 11,738 14,67
Promedio 14,80 Valor maximo 8,24

El resultado obtenido por el método tradicional con Soxhlet, presentd mayor porcentaje de
extraccion con el valor de 14,9 %, el cual se encuentra dentro del rango de valores reportados
por Maier et al. (105) de 7,6 — 16,0 % y Fiori et al. (101) 11,1 — 16,6 %, mientras que en la
extraccién CO; supercritico fue de solo 8,2 %, resultado que se encuentra cercano al rango

reportado por Fiori et al. (101) de 10,1 — 15,0 %.

El porcentaje relativo de acidos grasos, se calculé en funcién de la fraccion transesterificada
respecto al peso de aceite crudo, los resultados se muestran en la Tabla 18 para la extraccion

por el método tradicional y en la Tabla 19 para la extraccidon con CO, supercritico.
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Tabla 18. Porcentajes de transesterificacion del método tradicional.

Muestra 1 2 3 4

Peso de aceite (g) 0,4040 0,5015 0,5008 0,5025

Peso de metilésteres (g) 0,0557 0,0651 0,0683 0,0697

% transesterificacion

. 13,79 12,98 13,64 13,87
(relativa)

Tabla 19. Porcentajes de transesterificacion del método COz supercritico.

Muestra M1 M2
Peso de aceite (g) 0,3012 0,3071
Peso de metilésteres (g) 0,0782 0,0785

% transesterificacion

. 25,9628 25,5617
(relativa)

El método comprendid tres etapas, la primera de extraccidn del aceite de semillas de uva con
hexano, la siguiente etapa consistié en la transesterificacion con MeOH/KOH vy finalmente el

analisis de los metilésteres por GC-FID.

En la Figura 47 (ver Anexo), se observa el cromatograma del estandar (FAMEs mix) compuesto
de 28 metilésteres de acidos grasos, mientras que en las Figuras 48 y 49 (ver Anexo) se observan
los cromatogramas de los metilésteres de los acidos grasos del aceite de semilla de uva,
extraidos por método Soxhlet y CO, supercritico (FS) respectivamente. Los metilésteres que se
lograron identificar fueron los que se muestran en la Tabla 20, del mismo modo se observan los

porcentajes correspondientes de cada componente de fraccion transesterificada.

La verificacion del tiempo de retencién y la desviacidon estandar de los metilésteres se realizé
mediante la inyeccién de 6 volimenes diferentes al equipo de cromatdgrafo de gases (ver
Anexo, Tabla 35) a partir de una solucion estandar de 1500 ppm de FAMEs. Con los datos

obtenidos se pudo graficar una curva de calibracion y observar la linealidad de los metilésteres
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con el incremento de la concentracién (ver Anexo, Tabla 36). La Figura 27 muestra la curva de

calibracién y la linealidad del palmitato de metilo a diferentes concentraciones, el mismo efecto

se observo para los casos del estearato, oleato y linoleato de metilo respectivamente los cuales

se pueden observar en las Figuras 50, 51 y 52 (ver Anexo).

N°C

Ci16:0

C18:0

C18:1

C18:2

Tabla 20. Metilésteres identificados en el aceite de semillas de uva.

TR TR
Metiléster
(estandar) (muestra)
palmitato de metilo 12,464 12,348
estearato de metilo 14,730 14,614
cis-9-oleato de metilo 15,101 14,977
cis-9,12-linoleato de
15,770 15,652
metilo
Palmitato de metilo
100.00
y = 281389x - 0.5922
80.00 R2=0.9994
(7]
% 60.00
o &
©
@ 40.00 &
<
>
20.00
0.00
0.00000 0.00005 0.00010 0.00015 0.00020

mg (éster metilico)

% de éster metilico

Soxhlet FS
6,4385 6,8271
4,3835 4,2436
17,3102 17,5106
71,8677 71,4187
)
&
0.00025 0.00030

Figura 27. Curva de calibracion para el palmitato de metilo.

La extraccidon por Soxhlet (S) y CO, supercritico (FS) de aceites de semilla de uva mostraron

diferencia significativas, como se observa en la Tabla 17, donde el rendimiento de aceite de

semilla de uva extraida por el método Soxhlet (14,8 %) es mayor respecto al obtenido por CO,

supercritico 8,2 %. El valor de recuperacién fue de 55,41 %, el cual se refiere al porcentaje de

aceite obtenido por extraccion CO, supercritico respecto al del Soxhlet.
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La composicién de acidos grasos de los aceites de semilla de uva (ver Tabla 21) extraidos tanto
por ES como por FS fue consistente con los datos reportados por Da Porto et al. (4), Passos et al.
(106), Beveridge et al. (107) y Prado et al. (108). El acido linoleico fue el acido graso mas
abundante, con el valor promedio de 71,9 %, seguida del acido oleico (17,3 %), también se
encontraron cantidades significativas de los acidos palmitico (6,4 %) y estedrico (4, 4 %). No se
observaron diferencias significativas en la composicién de metilésteres en el aceite de semillas
de uva extraidos por ambos métodos (ver Tabla 20). Sin embargo, algunos autores, reportan

valores mas altos o mas bajos, segun el origen, variedad de la muestra y el método de extraccion

w

de aceite.
Tabla 21. Acidos grasos en aceites de semilla de uva (Malbec) de diferente origen.
% de acidos grasos en semillas de uva (Malbec)
# Metiléster ES ES Beveridge et al. (107)? Prado et
EP SCF al. (108)°
1 Palmitato de metilo 6,4385 6,8271 6,28 6,35 7,22
2 Estearato de metilo 4,3835 4,2436 4,65 4,73 3,07
(cis-9) oleato de metilo 17,3102 17,5106 18,47 18,95 16,79
(cis-9,12)finoledioibe_ | oo an I dag7 \ > E2us6 66,76 72,35

metilo

2Semillas de uva de la variedad Malbec (Canadd), método de extraccién Soxhlet, EP (éter de petréleo)
y SCF (COz supercritico).

bSemillas de uva de la variedad Malbec (Brasil), método extraccién (fluidos supercriticos).

Asi mismo, con ayuda de la curva de calibracién construida para cada metiléster identificado fue
posible calcular la cantidad de la misma en unidades de mg de éster metilico por gramo de aceite

crudo, los cuales se muestran en la Tabla 22.

De los datos mostrados en la Tabla 17 (porcentajes de extracciéon), se observa que mediante el
uso del método Soxhlet se obtienen altos rendimientos de extraccidn de aceite respecto al uso
del CO; supercritico. Sin embargo al analizar los valores de la composicion de cada metiléster
por gramo de aceite crudo (Tabla 22), el aceite extraido con CO; supercritico contiene
aproximadamente el doble de los reportados para el método Soxhlet, como es el caso del acido

linoleico, el cual muestra un valor de 176 mg y 86 mgrespectivamente.
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Tabla 22. Composicidn de dcidos grasos por gramo de aceite de semilla.

mg de éster metilico/g de aceite crudo

Método de
Muestra t .
extraccion Palmitico Estearico Oleico Linoleico
M1 7,59 5,08 19,58 85,59
Soxhlet
M2 7,65 4,94 19,89 86,98
Promedio 7,62 5,01 19,74 86,28
M3 . 18,07 10,66 46,51 182,19
Fluidos
M4 supercriticos 15,29 9,77 40,82 169,89
Promedio 16,68 10,22 43,67 176,04

Los extractos metandlicos se obtuvieron de las semillas previamente desgrasadas, los
porcentajes de extraccion se calcularon respecto al peso de muestra desgrasada y peso de

muestra sin desgrasar (harina entera), los cuales se muestran en la Tabla 23.

El resultado obtenido muestra que la carga del extracto metandlico, relativamente alta, se
compone principalmente de compuestos de polaridad similar a la del metanol, los cuales
comprenden desde acidos organicos simples, compuestos fendlicos hasta algunos acidos grasos

de polaridad media.

Tabla 23. Porcentajes de extracto metandlico en harina semillas con y sin desgrasado.

# 3 Muestra Extracto (g) % fie extraccion % de. extraccion
Extraccion desgrasada (g) (harina desgrasada) (harina entera)
1 50 13,4168 26,8336 22,8622
2 50 12,6517 25,3034 21,5585
3 400 98,8192 24,7048 21,0485
4 250 68,1856 27,2742 23,2377

Promedio 26,0290 22,1767
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La evaluacién de los fenoles totales se llevd a cabo en el extracto metandlico crudo, preparado

a una concentracién de 1 mg/mL, el cual se determiné mediante el ensayo de Folin Ciocalteu. La

curva de calibracién obtenida para este ensayo se presenta en la Figura 28, la cual presenta un

coeficiente de correlacion de 0,9997.

Absorbancia
o o = = N
>~ » N~ o o

o
o

Fenoles Totales

y =0.105x + 0.0175

R?=0.9997

6

12 15

Acido Galico (AG) [ppm]

18

Figura 28. Curva de calibracion de dcido gdlico para la cuantificacion de fenoles totales.

Los resultados (Tabla 24) muestran que las diluciones de los extractos metandlicos realizados a

partir de una solucion de concentracion de 1 mg/mL, contienen compuestos fendlicos en

cantidades significativas, dando un valor promedio de 40,03 mg de acido gélico (AG) por gramo

de harina de semilla de uva.

Tabla 24. Cuantificacion de fenoles totales en los extractos metandlicos.

Cadigo de
Muestra
1 M20
2 M40
3 M60

Absorbancia
765 nm

0.06696

0.11605

0.16686

[Fenoles
totales] ppm

0.47

0.94

1.42

mg AG/g mg AG/g

extracto harina

crudo desgrasada
181.17 47.16
180.49 46.98
182.37 47.47

Promedio fenoles totales (mg AG/g harina de semilla entera)

mg AG/g
harina de
semilla

40.18
40.03
40.44

40.03
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Por otra parte, al realizar una comparacién con los valores reportados por Li et al. (109) y otros
autores, mostraron que las semillas analizadas, aun después del proceso de fermentaciéon de la
uva para la produccion de | vino (el cual tiene un tiempo estimado de 10 - 25 dias), mantienen
valores de compuestos fendlicos comparables a aquellos cuantificados en semillas de uva sin

haber sido sometidas a procesos de fermentacion, como se muestra en la Tabla 25.

Tabla 25. Comparacion del contenido de fenoles totales en diferentes variedades de uva.

Semillas de uva de diferentes Procedencia de mg AG/g de

. . Referencias
variedades muestra polvo o harina

Chardonnay, Sauvignon Blanc,

. ) Fruto entero 47,2 - 86,6 Yi et al. (109)
Cabernet Sauvignon, Shiraz
. Residuo del
Cabernet Mitos, Lemberger, Samtrot, .
. proceso de 92,4 -194,4 Maier et al. (105)
Spatburgunder
desgrasado

Merlot, Cabernet Sauvignon, Cinsault,
Alphonso Lavallee, Papaz Karasi, Fruto maduro 79,2 —154,6 Bozan et al. (110)
Muscat Hamburgo, Ada Karasi

Residuo de la

Uva blanca TR 14,7 - 66,8 Bucic et al. (88)
vinificacion
Residuo de la Marqués et al.
Syrah i 15,6 - 22,6
vinificacion (112)

Fanzone et al.

Malbec Fruto entero 26,7 —43,2
(83)

El extracto metandlico de semillas de uva, mostré un buen porcentaje de captacién de radical
libre DPPH, como se observa en la Tabla 26. En dicha tabla se muestra la absorbancia alcanzada
por la mezcla del extracto a diferentes concentraciones al reaccionar con los radicales DPPHe y
su respectivo porcentaje de DPPHe remanente. Asi mismo alcanzé una considerable actividad

antioxidante comparable con la vitamina C.

El mecanismo de accion de los compuestos antioxidantes con los radicales DPPHe se muestra en

la Figura 29, en el cual se ilustra el caso especifico del dcido ascérbico.
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Acido 0
ascorbico s\
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dihidroascorbico

H
2 \O

Figura 29. Mecanismo de reaccion del dcido ascorbico frente al radical DPPHe.
Adaptado y modificado de Villanueva et. al (112).

Tabla 26. Porcentaje de DPPH remanente después de la reaccion.

[Extracto] mg/mL Absorbancia 517 nm % DPPH remanente
blanco 0,00000

0 0,40816 100,00000
5 0,33940 82,95044
10 0,26868 65,66624
15 0,20330 49,68716
20 0,14094 34,44618
25 0,07820 19,11233
30 0,01920 4,69279

En la Figura 30 se puede observar que conforme se incrementa la cantidad de extracto
metandlico, la absorbancia del radical DPPHe disminuye en relacién lineal, lo cual corrobora la
actividad antioxidante del extracto. Por otra parte, en la Figura 31 se aprecia que la actividad
inhibitoria maxima del extracto metandlico se alcanza a una concentracién 30 mg/mL, con un
95 % de inhibicion. Del mismo modo al analizar el efecto del estandar, vitamina C, se observa
que este alcanza su capacidad inhibitoria maxima a 20 mg/mL, con un 96 % de inhibicion (Figuras
32y 33).
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Actividad antioxidante de semillas de uva

0.500
L ‘ y =-0.013x + 0.4029

- 0.400 \\ | R? = 0.9991
S _
€ 0.300 -
S 0.200
S .
O
2 cl T

0.100 * P~

—
0.000 \3

0 5 10 15 20 25 30 35
[Extracto metandlico] pg/mL

Figura 30. Curva de absorbancia del extracto metandlico de semillas de uva.

Porcentaje de inhibicion

100 o e e
81

65

60 50

%

40 34

20

5 10 15 20 25 30 40 50 60
pg de extracto/mL

Figura 31. Porcentaje de inhibicion del extracto metandlico de semillas de uva.

Actividad antioxidante de vitamina C

0.500
y =-0.0193x + 0.4053

o 0.400 R2=0.9993
S "“\.\
< 0.300 el
2 N
S 0.200 S
< Clo| ™~

0.100 ] \ﬁu\\

S
0.000 ‘ e
0 5 10 15 20 25

[Vitamina C] ug/mL

Figura 32. Curva de absorbancia de la vitamina C.

64



Porcentaje de inhibicion

100 96 96

95 96 96
80 71
60 50
40
24
20 I
0
5 10 15 20 25 30

pg de vitamina C/mL

%

40 50

Figura 33. Porcentaje de inhibicion de la vitamina C.

Tabla 27. Concentracion inhibitoria media (Clso) del extracto metandlico y estandar.

Muestra Clso (ug mLY)* % Inhibicién
Extracto metandlico 15,294 95,330
Vitamina C 10,436 96,009

*Clso se determind como la concentracion requerida del extracto para inhibir el 50 % de DPPH.

Tanto el extracto metandlico como la vitamina C presentaron valores de actividad antioxidante,
en términos de capacidad inhibitoria media Clsp, le corresponde 15,294 al extracto metandlicoy
10,436 ug/mL a la vitamina C (Tabla 27). Este resultado pone en evidencia de que la vitamina C
requiere menor concentracion que el extracto metandlico para reducir a la mitad la cantidad de
los radicales DPPHe. Sin embargo al analizar el porcentaje de inhibicion, ambas muestras
alcanzan porcentajes similares, este hecho pone de manifiesto que la actividad antioxidante del

extracto metandlico es comparable a la vitamina C.
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Para la medicién UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS se usé el extracto metandlico crudo y se llevo a
cabo en el laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de Antofagasta — Chile, dirigido
por el Dr. Jorge Borquez. El andlisis cualitativo se desarrollé en modo de ionizacidn negativa, que

brinda datos de masa precisos y los iones producto de la fragmentacién.

La Figura 34 muestra el cromatograma de los principales iones identificados en el extracto
metandlico, previamente desgrasado. La identificacién de los picos correspondiente a los
compuestos fendlicos identificados o tentativamente caracterizados en el extracto, se realizé al
verificar tanto el tiempo de retencién como la fragmentacion de masas. Para el tratamiento de

los datos se utilizd el software Thermo Xcalibur.
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Figura 34. Cromatograma del andlisis UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS del extracto metandlico.

Los compuestos identificados se muestran en la Tabla 28, la cual incluye el tiempo de retencion,
compuesto tentativo, tipo de metabolito, composicion elemental [M-H]", m/z tedrica y
experimental, precision (ppm) y los fragmentos encontrados. En la Figura 35 se muestra las

estructuras de los compuestos identificados.
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#
Pico

10

Tr
(min.)

2,07

2,12

2,35

2,44

3,40

3,51

4,29

9,38

9,98

10,08

Tabla 28. Identificacién de compuestos fendlicos en semilla de uva mediante UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS.

Identificacion tentativa

Acido glucénico

Acido graso poliinsaturado

Acido malico

Acido citrico

Acido succinico

Galloyl hexosa | (glucogalina)

Acido gélico

(+)-catequina-3-O-hexdsido

Acido siringico O-hexésido

(+)-Galocatequina

Tipo de
metabolito

Acido orgénico

Acido graso
poliinsaturado

Acido orgénico

Acido orgénico

Acido orgénico

Acido fendlico

Acido fendlico

Flavan-3-ol

Acido fendlico

Flavan-3-ol

Composicion
elemental
[M-H]

CeH1107”

C18H1709™

C4Hs0s5™

CeH,07”

C4HsO4~

C13H15010”

C7HsOs™

C21H23011~

Ci5H19010™

C15H13O7_

Masa
tedrica

(m/2)

195,05103

377,08781

133,01425

191,01973

117,01933

331,06707

169,01425

451,12459

359,09837

305,06668

Masa
medida

(m/2)

195,05069

377,08545

133,01338

191,01933

117,01862

331,06693

169,01375

451,12460

359,09863

305,06644

Precision
(ppm)

1,743134

6,247882

6,518099

2,094025

6,084465

0,422875

2,940581

0,033250

0,724036

0,773601

Masa de iones MS?
(ppm)

177,03979; 159,02927;
151,06052; 129,01854

333,09798

115,00270

147,02924; 111,00793

n.d.

169,01349; 125,02355

125,02358

289,07147, 245,04549;
151,03912

125,02358; 197,04483

221,04538; 179,03430;
167,03438

Referencias

(113)

n.d.

(114)

(114)

(114)

(114)

(115)

(116)

(114)

(117)
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Pico

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Tr
(min.)

10,38

10,41

10,47

10,49

11,03

11,10

11,13

11,25

11,33

11,44

Tabla 28. Identificacién de compuestos fendlicos en semilla de uva mediante UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS (Continuacion).

Identificacion tentativa

Astilbina |

(-)-Epigalocatequina

Procianidina B3

Glucodsido de acido vainilico

(+)-Catequina

Acido p-cumarico

Acido siringico

Procianidina B1

Acido ferulico

Astilbina Il

Tipo de
metabolito

Flavononol

Flavan-3-ol

Flavan-3-ol

Hidroxibenzoico

Flavan-3-ol

Acido fendlico

Acido fendlico

Flavan-3-ol

Acido fendlico

Flavononol

Composicion
elemental

[M-H]

C21H21011”

CisH1307”

C3oH25012~

C14H1709™

Ci5H1306™

CoH;03~

CoHsOs5~

C3oH25012~

C10H904™

C21H21011"

Masa
tedrica

(m/z)

449,10894

305,06668

577,13515

329,08781

289,07176

163,04007

197,04555

577,13515

193,05063

449,10894

Masa
medida

(m/z)

449,10892

305,06638

577,13422

329,08826

289,07166

163,03928

197,04486

577,13434

193,04980

449,10904

Precision

(ppm)

0,044533

0,970280

1,611408

1,379571

0,345935

4,833168

3,501728

1,403484

4,309750

0,222663

Masa de iones MS?
(ppm)

303,05057; 275,05386;
151,03928

221,04533; 179,03432;
167,03459

451,10306; 425,08743,
407,07681; 289,07129

167,03419; 123,04398

245,04509; 151,03929

119,0493

181,05013; 153,05493

451,10306; 425,08746;
407,07687; 289,07135

179,03413; 149,05995

303,05066; 275,05588;
151,03926

Referencias

(118)

(117)

(119)

(114,118)

(115,120)

(115,120)

(120)

(119)

(115)

(118)
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#
Pico

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Tr
(min.)

11,52

11,60

11,84

11,97

12,10

12,45

12,60

13,63

19,89

Tabla 28. Identificacién de compuestos fendlicos en semilla de uva mediante UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS (Continuacion).

Identificacion tentativa

Dehidroepicatequina-3-
gallate |

(-)-Epicatequina

Procianidina B4

Dehidroepicatequina-3-galato
Il isémero

Miricetina ramndsido

Procianidina B2

Epicatequina-3-galato

Acido azelaico

Acido quinico

Tipo de
metabolito

Flavan-3-ol

Flavan-3-ol

Flavan-3-ol

Flavan-3-ol

Flavonol

Flavan-3-ol

Flavan-3-ol

Acido orgénico

Acido orgénico

Composicién

elemental
[M-H]"

C22H15010~

C15H1306™

C3oH25012~

C22H15010~

C21H19012~

C3oH25012"

C22H17010”

CoH1504™

C7H1106™

Masa
tedrica

(m/2)

439,06707

289,07176

577,13515

439,06707

463,08820

577,13515

441,08272

187,09758

191,05611

Masa
medida

(m/2)

439,06680

289,07162

577,13391

439,06674

463,08783

577,13434

441,08252

187,09709

191,05495

Precision

(ppm)

0,614940

0,484309

2,148544

0,751594

0,798984

1,403484

0,453430

2,618954

6,081983

Masa de iones MS?
(ppm)

287,05588; 169,01367;
125,02357

245,04443; 151,03929
451.10306, 425,08774;

407,07709; 289,07141

287,05554; 169,01355;
125,02357

317,02899; 289,03525
193,01350

451,10306; 425,08759;
407,07635; 289,07150

289,07141; 245,04469;
151,03926

143,10695

147,06538

Referencias

(118)

(115,120)

(119)

(118)

(121)

(119)

(118,120)

(114)

(114)
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OH

Figura 35. Estructura quimica de compuestos identificados (tentativos) mediante UHPLC-Q/Orbitrap/MS/MS.
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Al realizar el tratamiento de datos correspondiente, se logré identificar 29 compuestos, entre
ellos un acido graso poliinsaturado, un acido hidroxibenzoico, 6 acidos orgdnicos, 6 acidos

fendlicos, 2 flavanonoles, un flavonol y 12 flavan-3-oles (mondmeros y dimeros).

Caracterizacion de acido organicos: Los compuestos 1, 3, 4, 5, 28 y 29 se caracterizaron como
acidos glucdnico, malico, citrico, succinico, azelaico y quinico respectivamente. Su identificacion
se logré de manera sencilla por comparacién de sus comportamientos en el espectro de masas
con los de la literatura publicada (113,114), otro factor importante para su identificacion fue el
tiempo de retencién. Es asi que se observaron fragmentos m/z 151, 147, 143 y 147
correspondientes a los compuestos 1, 4, 28 y 29 respectivamente, productos de la pérdida del
grupo carboxilo (-CO3) de sus iones precursores. Por su parte en el compuesto 3 se observo el
fragmento m/z 115, producto de la pérdida de una molécula de agua y en el caso del compuesto
5, no se pudo observar la fragmentacién debido a que el peso del ion molecular fue cercano a
100, puesto que el equipo con el cual se trabajé solo reporta masas de iones por encima de ese
valor. En la Figura 36 se muestra el espectro de masas del acido glucénico y su correspondiente

fragmentacion.

12; OH OH O _ OH OH 195
113 B b s e o €O, HO. A A
] SRS S ],. o . i i
mE OH O OH O
92 (M-H] ™ =195 \-H,0 m/z 151
3 8]
g 7 ‘ CH,/3H,0 X
5 3 ;
2 7 Y o OH OH O OH O
R g g e g |
“ 3 OH OH OH OH OH OH
35 m/z 129 m/z 177 m/z 159
23
] 129 151
= ‘ 159 177
O:;|II\I|\IIII|\III\II\\|II\\|I\II|\III|\III\\III\illl\|||\||\\\I|\III\II\III\\|

125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
miz

Figura 36. Espectro MS? y fragmentacidn para el dcido glucdnico.

Acidos hidroxibenzoicos, fenélicos y derivados. Los compuestos 7, 16, 17 y 19, se identificaron
como acidos galico, p-cumarico, siringico y ferulico respectivamente, fueron los principales
acidos fendlicos identificados en el extracto de semillas de uva. Se detectaron las sefiales m/z

en 125,119, 153 y 149 correspondientes a la pérdida del grupo carboxilo (-CO,) de los acidos
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galico, p-cumdrico, siringico y ferulico, ademas del ion molecular respectivamente, ademds en
el caso de los &cido siringico y ferulico, las sefiales m/z en 181 y 179 por la pérdida de agua

respectivamente.

El compuesto 6 se caracterizé como glucogalina, formado a partir de acido galico y B-D-glucosa.
Se observaron los fragmentos m/z 169, producto de la pérdida del grupo glucésido y m/z 125
tipico del ion galoil (Figura 37). Por otro lado el compuesto 9 presentd el ion molecular m/z 359
y los fragmentos m/z 197 y 125, lo que indica que corresponde a un glicésido del 4cido siringico.
En el compuesto 14 se observoé el ion molecular m/z 329 y fragmentos m/z 167 y 123, que indica
qgue se trata de un glicésido del acido vainilico. La fragmentacion de los acidos fendlicos y
derivados antes mencionados fueron reportados en diferentes variedades de uva como
Tempranillo, Graciano, Cabernet Sauvignon, Merlot entre otros (115,118,120), sin embargo
solamente algunos fueron reportados en semillas de uva la variedad Malbec (Argentina)

realizado por Fanzone et al. (83).

18 0 i,
169 [M-H] ™ = 331

@ 16
5

14
é ' 3N
312 0 co HO._~~
2 HO .~ AL - -0, NN
510 ' & [
i N HO

8 HO Y !

. OH

P m/z 169 m/z 125

125
2
0% I R R AN KA ML) RARED LA ALY AR KL LAALS MRS T T T T T T T T T T T T T L) BARAR RS L) AR LA AL KR LR AR | T
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

Figura 37. Espectro MS? y fragmentacidn para la glucogalina.

Caracterizacion de flavonoides: Se observd que constituyen el grupo de compuestos
mayoritarios del extracto de semillas de uva, se pudieron identificar 3 tipos de derivados de
flavonoides como flavan-3-oles, flavanonoles y flavonoles. La identificacion de los compuestos
se realizd a partir de la masa de sus iones desprotonados ([M-H]") y los de los productos
caracteristicos de su fragmentacidn, asi como por comparacion con los datos publicados en la
literatura. Las reglas de escisidn (o fragmentacién) de los flavonoides fueron consistentes con

los resultados con otros tipos de sistemas de espectrometria de masas equipados con fuentes
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de ionizacién por electroespray, lo que facilitd el proceso de identificacion de los flavonoides

por comparacion de los fragmentos obtenidos.

Flavanonoles: Los compuestos 11 y 20 se identificaron como flavanonol-3-O-hexdsidos
correspondientes a isdbmeros de la astilbina (dihidroquercetina-3-O-ramndsido), compuesto
identificado en algunos vinos rojos y blancos (118). De acuerdo al espectro de masas en el modo
de ionizacién negativa, los flavanonoles mostraron el ion molecular m/z 449, ademas m/z 303,
que indica la pérdida del grupo ramndsido (fragmento distintivo), reportado en trabajos
anteriores (118), ademas de la sefial m/z 151 caracteristico de la pérdida de CO en la
fragmentacidn de los flavanonoles. En base a los fragmentos presentados y al tener distintos

tiempos de retencion, se concluydé que ambos compuestos son isdémeros.

Flavonol: Por otra parte el compuesto 25 se identific6 como miricetina ramndsido, derivado de
flavonol, de acuerdo a la masa del ion moleculary al fragmento m/z 317, indicativo de la pérdida
de una unidad de ramnosilo (121), adicionalmente se produjeron los iones tipicos de la
fragmentacion de la miricetina, como se muestra en la Figura 38. Cabe resaltar que la presencia
de este compuesto de acuerdo al cromatograma, es minima respecto a los demds, a la fecha no
se ha reportado su presencia en uvas de la variedad Malbec, sin embargo la variedad Muscadinia

posee alto contenido (121).

4,55 m/z 193 OH
407 N | ,\r OH
357 HO __~__0O \,\ s
o ( J/ E[ \ OH
2 304 R NN
g7 e \T" ﬁT 0w mfz317
s ~o |
£ 257 o/ O A/\ OH
2 =
@ 207
¢ 3 Fo AN on
1'52 e T OH 463
1,05 -
1 [M-H] ™ =463
J193
053 317
O-O_\ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T | L L L L | T T T L L T T T 1
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
mfz

Figura 38. Espectro MS? y fragmentacién de miricetina ramnésido,

Adaptado de Fabre et al. (122).

Flavanoles: Los compuestos 8, 10, 12, 15, 21, 22, 24 y 27 con masas de ion molecular ([M-H]")
m/z 451, 305, 305, 289, 439, 289, 439 y 441 correspondientes a (+)-catequina-3-hexdsido,

galocatequina, epigalocatequina, catequina, dehidroepicatequina-3-galato |1, epicatequina,
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dehidroepicatequina-3-galato Il y epicatequina-3-O-galato respectivamente, fueron
identificados como flavan-3-oles monomeéricos. Las Figuras 39 y 40 muestran los espectros de
masas del ion molecular y del patron de fragmentacién de la epicatequina-3-galato

respectivamente.
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Figura 39. Espectro MS del ion molecular de la epicatequina-3-galato.
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Figura 40. Espectro MS? y fragmentacion de epicatequina-3-galato
(adaptado de Galaverna et al. (123).

Todos estos compuestos son derivados de la catequina y algunos de ellos son isémeros entre si,
presentaron los iones caracteristicos m/z 245 y 151 correspondientes al patrén de
fragmentacion de la catequina, ademas de los fragmentos producto de la pérdida de la molécula

de hexosa correspondiente como se observa en la Tabla 27.
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Asi mismo los compuestos 13, 18, 23 y 26 se identificaron como procianidinas B3, B1, B4y B2
respectivamente, con el ion molecular m/z 577. La ruta de fragmentacion de los flavanoles
oligoméricos bajo ESI-MS en modo negativo se muestra en la Figura 41, los cuales son
caracteristicos para cada uno de los casos por tratarse de compuestos isoméricos. Sin embargo
la diferenciacion entre los mismos se llevé a cabo por comparacion de los tiempos de retencién
y el orden de elucidn reportados en trabajos anteriores (115,118,119). El espectro de masas de

las procianidinas se muestra en la Figura 42.

[M-H] ™= 577

m/z 451

Figura 41. Patron de fragmentacion de las procianidinas.
Adaptado de Poupard et al. (124).
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Figura 42. Espectro MS? de procianidinas.
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El compuesto 2 presentd el ion molecular m/z 377, el cual no coincide con ningln acido fendlico

o flavonoide reportado. De la misma forma al analizar su espectro UV-visible no se observa el

pico caracteristico de los acidos benzoicos y fendlicos por lo que se descarta la posibilidad de

que se trate de un compuesto similar. Sin embargo su MS, presenta la sefial m/z en 333, que

corresponde a [M-H - 44]7, producto de la pérdida del grupo carboxilo, el cual indicaria que se

trata de un acido graso de C-18; por otra parte la férmula molecular sugiere 10 insaturaciones,

lo cual indica la presencia de dobles enlaces y grupos carbonilos. Finalmente con los datos

recopilados se sugiere la estructura de un acido graso polinsaturado no determinado.

0] 0] OH 0]
A Z NS S X o
OH O ®. Y (G

Figura 43. Estructura sugerida para el compuesto 2.
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En la evaluacién del efecto gastroprotector mediante la administracion de los extractos
metandlico y butandlico via oral en ratas de la raza Holtzman, a las que se les indujo
guimicamente Ulcera gdstrica por la administracion de Naproxeno (grupo de control), se
encontré que los tratamientos aplicados con diferentes concentraciones, presentaron una
menor cantidad de lesiones gastricas respecto al grupo de control, al realizar un andlisis
descriptivo con ayuda de la escala de Marhuenda como se muestra en la Tabla 29. Estos
resultados indican la suma total de los puntos asignados (escala de Marhuenda) por cada lesién
causada (o signos evaluados) por el agente ulcerogénico en cada tratamiento. Las lesiones

individuales registradas se muestran en la Tabla 37 (ver Anexo).

Tabla 29. Andlisis descriptivo del tratamiento con los extractos.

. @ £ 0 7 () £
sgnos 88, S8 . & 8g & _
S 9 o ° S € o e s T o ]
T S S c £ ] s T 2 g o
P3| o B 2 £ & g L =

o 2 E S =2 w £ S @ g S

| A g 2= £os

Tratamiento

Agua destilada 0 0 0 0 0 0 0
Naproxeno 7 0 7 0 0 127 141
Ranitidina 7 3 7 0 0 0 17
MeOH 200 mg 7 7 7 0 0 96 117
MeOH 400 mg 7 4 7 0 0 77 95
MeOH 600 mg 4 3 7 0 0 14 28
MeOH 800 mg 4 2 7 0 0 50 63
BuOH 200 mg 5 3 7 0 0 48 63
BuOH 400 mg 7 2 7 0 0 36 52
BuOH 600 mg 2 0 7 0 0 36 45
Total 50 24 63 0 0 484 621

En la Figura 44 se muestran algunas imagenes de los estémagos extraidos de ratas, en las cuales
se pueden observar diferencias macroscépicas en las lesiones causadas al aplicar los
tratamientos, control negativo, grupo de control (U.G.1), grupo patrdn, extractos metandlico y

butandlico.
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Ext. Metandlico

Ext. Butandlico

Figura 44. Estomagos extraidos de ratas con los diferentes tratamientos.

(U.G.I: dlcera gdstrica inducida).
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En la Tabla 30 se muestra los resultados descriptivos para las puntuaciones totales obtenidas

mediante la escala de Marhuenda para cada uno de los tratamientos. En primer lugar, se tiene

los promedios de las puntuaciones, en el que se puede observar que el grupo con mayor

puntuacion es el Naproxeno (media = 20,14) y la Ranitidina con el menor valor (media = 2,43);

en cuanto a los extractos, el grupo de ratones tratado con Ext. MeOH 600 mg, presentd una

puntuacion media de 4 unidades. Asi mismo se tiene la desviacidn tipica o estandar, la cual nos

indica que el grupo mas homogéneo, en cuanto a sus respuestas, lo conformd el de ratas

tratadas con Ranitidina (s = 0,53) y el grupo mas heterogéneo fue el tratado con Ext. MeOH 400

mg (s =5,71).

Tabla 30. Estadisticos descriptivos del ensayo del efecto gastroprotector.

95 % del intervalo de

o Desvliacién Error  confianza para la media
iratamiento | . vieaia  estandar X IVIINIIMO  IVIaxImo
indiv. (s) estandar | imite Limite
inferior superior
Naproxeno 7 20,14 5,70 2,15 14,87 25,41 9 25
Ext. MeOH 7 16,71 4,54 1,71 12,52 20,91 9 23
200 mg
Ext. MeOH 7 13,57 571 2,16 8,29 18,85 6 22
400 mg
Ext. MeOH o 400 3,00 1,13 1,23 6,77 1 8
600 mg
Ext. MeOH 5 9,00 4,32 1,63 5,00 13,00 2 13
800 mg
Ext. BUOH 7 9,00 3,56 1,35 5,71 12,29 2 12
200 mg
Ext. BUOH 7 8,71 2,50 0,94 6,40 11,02 5 12
400 mg
Ext. BUOH ¢ 3 2,57 0,97 4,05 8,81 3 10
600 mg
Ranitidina 7 2,43 0,53 0,20 1,93 2,92 2 3
Total 63 10,00 6,63 0,84 8,33 11,67 1 25

El error estandar se obtiene a partir de la desviacidn y se usa para determinar las estimaciones

intervalicas, por ejemplo, se estima que las ratas tratadas con Ext. MeOH 600 mg tendran una

puntuacion promedio entre 1,23 y 6,77 unidades con un nivel de seguridad del 95 %.
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En cuanto a los valores extremos observados tenemos que el menor valor (1) se observé en una
rata tratada con Ext. MeOH 600 mg mientras que el maximo valor (25) se registré en el grupo

Naproxeno.

La Figura 45 muestra los valores promedio de las puntuaciones, en la que se nota claramente
qgue al aumentar la dosificacidn del extracto metandlico de las semillas de uva (200; 400 y 600
mg/kg) las puntuaciones disminuyen, es decir hay un aumento del efecto gastroprotector de los
extractos, estas puntuaciones aumentan a una dosis mayor (800 mg/kg) es decir se pierde el
efecto. Al observar la evolucion de los promedios de los extractos butandlico de las semillas de
uva se observa que las puntuaciones van disminuyendo segun el incremento en la dosis aplicada

(de 200; 400 y 600 mg/kg).

204

107

Media de Puntuaciones

0

T T T T T T T T T
Maproxeno Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. BuOH Ext. BUOH Ext. BUOH Raniticina
200 mg 400 mg 600 mg 800 mg 200 mg 400 mg 00 mg

Tratamiento

Figura 45. Grdfico de Medias para los tratamientos aplicados.

Por otra parte, en la Tabla 31 se presenta la prueba de homogeneidad o igualdad de varianza
para los tratamientos aplicados, la cual al tener un “p” valor menor a 0,05 rechaza la hipotesis

de igualdad de varianzas, con lo cual no es posible realizar la prueba ANOVA.
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Tabla 31. Prueba de homogeneidad de varianzas.

Estadistico de

* N
Levene g1 gl2 Sig** (p valor)

2,444 8 54 0,025

* gl: grados de libertad
** Sig: significacion

La Tabla 32, presenta la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis la cual no presupone varianzas
iguales, dado que el p valor es menor a 0,05 se rechaza la hipdtesis de igualdad de promedios,

es decir existe al menos un tratamiento con efectos diferenciados.

Tabla 32. Prueba de Kruskal Wallis.

Puntuaciones

Chi-cuadrado 41,810
gl 8
Sig. Asintética (p valor) 0,000

Mediante el método de Games-Howell (prueba de comparaciones multiples) el cual tampoco
presupone igualdad de varianzas, fue posible determinar cudl o cudles de los tratamientos
presentan efecto gastroprotector. Es asi que en la Tabla 33 se muestra las comparaciones de los
promedios de las puntuaciones dos a dos, es decir en primer lugar compara el Naproxeno con
cada uno de nuestros extractos para determinar si tienen un efecto gastroprotector y en
segundo lugar, se comparan estos versus la Ranitidina para determinar si son comparables en

cuanto a su efecto.

Al observar el p valor, se evidencia que existe una diferencia de promedios o un efecto
gastroprotector para el caso de cinco extractos: Ext. MeOH 600 mg (p valor = 0,002), Ext. MeOH
800 mg (p valor = 0,029), Ext. BuOH 200 mg (p valor =0,023), Ext. BuOH 400 mg (p valor =0,018)
y Ext. BUOH 600 mg (p valor = 0,006). Seguidamente comparamos la Ranitidina versus estos
cinco extractos del parrafo anterior, en este caso nos interesa los que sean comparables, asi
tenemos 3 extractos que no se puede demostrar que sean diferentes, es decir, que su efecto es
comparable a la Ranitidina. Estos son Ext. MeOH 600 mg (p valor= 0,879), Ext. MeOH 800 mg (p
valor=0,077) y Ext. BUOH 600 mg (p valor=0,070).
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Tabla 33. Comparaciones multiples: Games-Howell.

Intervalo de
Diferencia Error confianza al 95%
(1) Tratamiento de r(T_eJ:;:iias esténdar o valor Limite Limite
inferior  superior

Ext. MeOH 200 mg 3,43 2,75 0,929 -6,92 13,77

Ext. MeOH 400 mg 6,57 3,05 0,484 -4,78 17,92

Ext. MeOH 600 mg 16,14" 2,43 0,002 6,54 25,75

Naproxeno  Ext. MeOH 800 mg 11,14° 2,70 0,029 0,94 21,34
Ext. BUOH 200 mg 11,14° 2,54 0,023 1,35 20,93

Ext. BUOH 400 mg 11,42" 2,35 0,018 1,91 20,95

Ext. BUOH 600 mg 15y § 2,36 0,006 4,19 23,24

Ext. MeOH 200 mg -14,28* 1,73 0,002 21,92 -6,65

Ext. MeOH 400 mg -11,143° 2,17 0,026 -20,77 -1,52

Ext. MeOH 600 mg -1,57 1,15 0,879 -6,61 3,46

Ranitidina Ext. MeOH 800 mg -6,57 1,65 0,077 -13,84 0,70
Ext. BUOH 200 mg -6,57" 1,36 0,032 -12,55 -0,59

Ext. BUOH 400 mg -6,28" 0,97 0,006 -10,47 -2,10

Ext. BUOH 600 mg -4,00 0,99 0,070 -8,31 0,31

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Al realizar el analisis del porcentaje de inhibicion, se observé que la administracion de las
diferentes dosis de los extractos de semillas de uva, Vitis vinifera de la variedad Malbec, mostré
efectos positivos para inhibir las lesiones gastricas provocadas por Naproxeno. La Tabla 34
muestra los porcentajes de inhibicion observados para cada tratamiento; de los extractos
metandlicos aplicados, el que presentd mayor porcentaje de inhibicidn fue el Ext. MeOH 600 mg
con 80 % de inhibicion de la ulceracidn y en cuanto a los extractos butandélicos, el que presentd
una mayor inhibicidn fue el Ext. BUOH 600 mg con un 68 % de inhibicion de la ulceracién tal

como se observan en la Figura 45 y Figura 46 (digrama de barras).

La tendencia inhibitoria es directa con el incremento de la dosis de extracto aplicada, es decir a
mayor dosis mayor porcentaje de inhibicion; sin embargo en el caso especifico del extracto
metandlico se observé que un incremento en la dosis por encima de los 600 mg/kg, el efecto

gastroprotector tiende a disminuir.
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Tabla 34. Porcentaje de Inhibicion.

Tratamiento Media % de Inhibicién
Naproxeno 20,14 0
Ext. MeOH 200 mg 16,71 17
Ext. MeOH 400 mg 13,57 33
Ext. MeOH 600 mg 4,00 80
Ext. MeOH 800 mg 9,00 55
Ext. BUOH 200 mg 9,00 55
Ext. BuOH 400 mg 8,71 57
Ext. BUOH 600 mg 6,43 68
Ranitidina 2,43 88

EFECTO INHIBIDOR

90% -

80%
80%
68%
70%
5 0% < 55% 55% 57%
S s0%
= #
[=
° 40% 33%
© ,.,:f"::’
°\° 30% P
20%
10%

0%
Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. MeOH Ext. BuOH Ext. BuOH Ext. BuOH
200 mg 400 mg 600 mg 800 mg 200 mg 400 mg 600 mg

Tratamiento

Figura 46. Efecto inhibitorio de los tratamientos.

El uso de plantas medicinales y productos alimenticios con alto contenido de metabolitos
secundarios, especialmente aquellos con propiedades antioxidantes, son en la actualidad focos
de gran atencidn tanto en la medicina natural como la alternativa. Este gran interés surge como
respuesta a la necesidad de revalorar el uso de estas fuentes de compuestos bioactivos en

acciones preventivas frente a sintomas o algunas enfermedades (42,94).
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Los resultados demuestran que el extracto metandlico de semillas de uva (Vitis vinifera), posee
mayor efecto gastroprotector que el extracto butandlico contra el dafio gastrico inducido por el

Naproxeno en ratas.

El efecto gastroprotector o también Ilamado efecto antiulceroso se le atribuye a la presencia de
diferentes compuestos organicos, como 4acidos organicos y compuestos fendlicos,
(principalmente, acidos fendlicos y flavonoides), ademas de las cumarinas (125), presentes en el
extracto metandlico de semillas de uva (ver Tabla 28). La presencia de compuestos con actividad
antioxidante hace posible que estos interfieran en el metabolismo de las prostaglandinas.
Especialmente la PGE2, debido a que se encarga de la activacidn de los receptores EP1y EP3, y
como consecuencia la inhibicién de la secreciéon del acido clorhidrico por el mucocitoprotector,

mediante diferentes mecanismos de acuerdo al tipo de compuesto antioxidante (126,127).
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5. CONCLUSIONES

El método GC-FID fue una herramienta util para la identificacién y cuantificacién de los acidos
grasos presentes en el aceite de semilla de uva extraidas, tanto por el método Soxhlet como CO;
supercritico. El método Soxhlet presenté mayor rendimiento de extraccién de aceite, por lo que
en términos de rendimientos este método es recomendable frente a la extraccidon con CO;
supercritico. Sin embargo al analizar el contenido de acidos grasos en el aceite, es decir en

términos de selectividad, el uso de CO; supercritico demostré ser el mejor.

La cuantificacidon de fenoles totales se alcanzd satisfactoriamente empleando el método Folin
Ciocalteu. Los valores obtenidos evidencian la presencia de altos contenidos de compuestos
antioxidantes en la semilla de uva de la variedad Malbec, valores que son comprables con
semillas de uva fresca (sin previo procesamiento) de otras variedades. Se demostré que las
semillas utilizadas, residuos de la industria vitivinicola, son fuente considerable de compuestos

fendlicos.

El empleo del radical DPPHe en la determinacién de la actividad antioxidante in vitro del extracto
metandlico fue muy dutil, el cual permitié calcular el Clsoy por consiguiente realizar una
comparacién con la actividad antioxidante del acido ascérbico. Se observd que el extracto
metandlico posee un valor de ICsp menor que la vitamina C. Sin embargo en términos del
porcentaje de inhibicién ambos alcanzan un valor cercano a 96%, el cual indica que el extracto

metandlico posee actividad antioxidante comparable a la vitamina C.

El método UHPLC, acoplado con LTQ-Orbitrap, demostré ser confiable y efectivo, debido a que
proporciona informacién necesaria y adecuada para la elucidacidn estructural. La identificacion
de compuestos fendlicos en el extracto de semillas de uva de la variedad Malbec, se realizd
exitosamente, se caracterizaron los componentes fendlicos principales y traza. Asi mismo se

concluye que los flavanoles son los constituyentes principales.

Los extractos metandlico y butandlico de semillas de uva de la variedad Malbec inducen a la
produccién de mucus en la mucosa gastrica frente a la uUlcera inducida por Naproxeno en ratas,
accién debida a la presencia de componentes bioactivos. El extracto metandlico presentd un

mayor efecto gastroprotector que el extracto butandlico, comparable al de la Ranitidina.

Los resultados obtenidos muestran que las semillas de uva, un residuo principal de la industria
vitivinicola, son una fuente valiosa de compuestos bioactivos como el aceite (rico en acidos
grasos) y compuestos fendlicos, componentes de gran importancia de uso industrial, uso

alimenticio y con importantes aplicaciones farmacoldgicas.
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6. RECOMENDACIONES:

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, quedan abiertas algunas consideraciones a

tomar en cuenta y opciones para continuar la investigacion.

e Enlo que respecta a la caracterizacion de los metabolitos de semillas de uva o residuos
organicos en general, es Util conocer el material de trabajo en cuanto a los componentes
de interés para su aprovechamiento adecuado.

e Para la aplicacion farmacolégica de cualquier producto es recomendable realizar un
analisis previo, pruebas toxicoldgicas.

e En cuanto al efecto gastroprotector, es necesario profundizar el estudio en cuanto a la
composicion de los extractos dosificados, porque es importante conocer cudl de todos
los componentes es quien tiene dicho efecto o si se trata de una accién sinérgica. Por
otra parte se observé que el extracto tiene efecto solo hasta una dosis maxima y por
encima de ese valor dicho efecto disminuye, razén por la cual amerita un estudio mas

profundo.
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