8 S

VNiVERSiDAD
D SALAMANCA

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE QUI'I\/HCA ANALITICA, NUTRICION Y
BROMATOLOGIA

Aportaciones cientificas para el uso de suplementos dietéticos. Un estudio de

caso en plantas hepatoprotectoras

DOCTORAL THESIS

Carla Susana Correia Pereira

Directores

Dra. Isabel Cristina Fernandes Rodrigues Ferreira
Dr. Celestino Santos-Buelga
Dra. Lillian Boucada de Barros

Salamanca, 2015






Providing scientific evidence for the use of dietary supplements: a case study in hepatoprotective plants

Indice
1. INTRODUCCION ...ttt sttt 4
1.1, SUPLEMENTOS DIETETICOS .. .tttetiteitreetteestteasteeastessseessseesssssassessssssassesssssssssesssssssnsesssssssnsessnsessnsessnnes 4
1.2. PLANTAS HEPATOPROTECTORAS USADAS EN SUPLEMENTOS DIETETICOS ....vvvviviieiieeiieeieesineensaeeens 5
1.2.1. Estrés oxidativo y dafio NEPALICO .......ccooviueiiiriiiiicise et 5
1.2.2. Plantas NepatoprOtECIOTaS ........coveiiterieieiterieieete ettt ettt sttt sb e bbb sr e eb b e b sn e ebesne e 7
1.3. EL CASO PARTICULAR DE ALCAHOFA, CARDO MARIANO Y BORUTUTU ...couvveriaieieniniesieieie e 8
IR TR o T oo T (o7 o L o [ Lo TSRS 8
1.3.2. Propiedades DIOACTIVAS ........cccuiiiieieiee ettt sttt ee e e e 9
2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION .....cocooeviiiiceieeeeieeeee e 10
3. RESULTADOS Y DISCUSION .....coevitiieieiieicteie ettt 12
3.1. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS PLANTAS DESECADAS ......cvveiuveeiieesireesiveesinessinesssseessneessnes 12
3.1.1. Caracterizacion nutricional de alcachofa, borututu y cardo mariano ...........c.cccceevveininennns 12
3.1.2. Caracterizacion nutricional, actividad antioxidante y hepatotoxicidad de borututu sometido a
FAATACION GAMMA .....cviitiieiit etk b bbbt bbb bbbt bbb 12

3.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y HEPATOTOXICIDAD DE SUPLEMENTOS DIETETICOS PREPARADOS A

PARTIR DE ALCACHOFA, BORUTUTU Y CARDO MARIANO ....cutviriitiriisiatisieseatesseeasessesessessessssessessesessensenes 13
3.2.1. Actividad antioxidante y hepatotoxicidad de infusiones y comprimidos...........cccccceveverrenenne. 13
3.2.2. Actividad antioxidante y hepatotoxicidad de jarabes y efectos Sinérgicos ...........ccccevevvenenn. 13
3.2.3. Influencia del tipo de formulacion y la mezcla de plantas...........cccccoeeveiiiiiecicceccccece 14
3.2.4. Influencia de la adicion de miel sobre la actividad antioxidante y hepatotoxicidad de
INTUSTONES ...t b bbbt b e bt b e bt bt b e e n b e b e eb e e bt sbeeb e e beene e s e e benbenre s 14

3.3. COMPOSICION FENOLICA Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS SUPLEMENTOS DIETETICOS

PREPARADOS .....ttisteteitesteseatessesessessessasassessasessessesessessesessessesessesseseasessesessesseseebesseseste st aseabe s e s e abe s eneabenrenen 15
3.3.1. Compuestos fenolicos en extractos e infusiones de alcachofa y cardo mariano..................... 15
3.3.2. Compuestos fenolicos en comprimidos y jarabes de alcachofa y de cardo mariano y actividad
antimicrobiana de infusiones, COmMpPrimidos Y Jarabes..........ccccvvevviiieiiesiciiece e 16
3.3.3. Compuestos fendlicos y actividad antimicrobiana en infusiones, comprimidos y jarabes de
DOFULULUL ..ttt b bbbt e e b e b b eb e bt bt e e bbb e 17

4. CONGCLUSIONES ..ottt ettt ettt s ettt s bt et e st e e st e be e st nbe e e s e abe s enesbeeenes 18
REFERENCIAS ...ttt s ket s ket s ke b et e bttt sb et e b be st e ne st e ans 21




Providing scientific evidence for the use of dietary supplements: a case study in hepatoprotective plants

1. Introduccion

1.1. Suplementos dietéticos

Una alimentacion suficiente y equilibrada es fundamental para mantener las funciones
vitales, prevenir enfermedades y envejecer de manera saludable. Sin embargo, hay casos
en los que no es posible alimentarse adecuadamente, ya sea por motivos de tipo méedico
(anorexia, nauseas y vomitos, disfuncion gastrointestinal, incapacidad fisica o para
alimentarse uno mismo, entre otros) o ambiental (calidad de alimentos inadecuada,
insuficiente disponibilidad, patrones de comidas irregulares, etc.), o por existir
alteraciones en las necesidades de nutrientes (p.ej., situaciones clinicas particulares o
aumento del gasto energético) (Saunders et al., 2011). Por esas u otras razones, como
pueden ser mantener el estado general de salud, mejorar el aspecto, aumentar el
rendimiento fisico o retrasar la aparicion de enfermedades relacionadas con la edad, el
uso de suplementos dietéticos ha aumentado notablemente en las Ultimas décadas (Reay
et al., 2005; Nichter y Thompson, 2006; Bailey et al., 2013).

Este tipo de productos son cada vez mas utilizados como complementos en su
alimentacion por personas sanas, al ser percibidos como “naturales” y seguros, aunque
su uso mas prevalente es por parte de pacientes hospitalizados o con riesgo de
hospitalizacién, sometidos a medicaciébn o con patologia crénicas, asi como por
personas de edad (Gardiner et al., 2006). Entre sus diversas aplicaciones, se encuentran
la pérdida de peso (Chang y Chiou, 2014; Gambero y Ribeiro, 2015), tratamiento de
diabetes (Gonzélez-Ortiz et al., 2015), demencias (Allen et al., 2013), deterioro
cognitivo (Clement et al., 2011), hiperplasia prostatica (Kim et al., 2012), epilepsia (Lee
y Chung, 2010) o problemas gastrointestinales (Lino et al., 2014), o mejora en la
funcion sexual (Balayssac et al., 2012), dsea y de articulaciones (Challoumas et al.,
2015; LeBoff at al., 2015).

El creciente interés en los suplementos dietéticos ha dado lugar a la produccion y
comercializacion de una amplia gama de formulaciones que contienen vitaminas,
minerales, preparados de hierbas o ingredientes similares, y facilitado su distribucion
con libre disponibilidad por cauces diversos, como farmacias, tiendas naturistas,
grandes superficies, Internet e incluso en el mercado negro (Radimer et al., 2004).

Mientras que el facil acceso a estos productos ofrece evidentes ventajas al simplificar el
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proceso de compra, el hecho de que cualquier persona puede acceder facilmente a una
variedad de suplementos sin prescripcion o asesoramiento medico puede tener varios
riesgos asociados. De hecho, se han observado interacciones negativas con
medicamentos, efectos secundarios e incluso toxicidad, haciendo cada vez mas
necesaria una legislacion especifica para los suplementos dietéticos utilizados con fines
medicinales (Eisenberg et al., 1993; 1zzo y Ernst, 2009; Wallace y Paauw, 2015).

1.2. Plantas hepatoprotectoras usadas en suplementos dietéticos

1.2.1. Estrés oxidativo y dafio hepético

El higado es el érgano mas grande del cuerpo humano y tiene un papel fundamental en
la regulacion de procesos fisiologicos. Participa en varias funciones vitales relacionadas
con la digestion, metabolismo, inmunidad y almacenamiento de nutrientes, y contribuye
al mantenimiento y regulacion de la homeostasis en el organismo cuerpo (Ahsan et al.,
2009). Ademas, el higado es normalmente responsable de la desintoxicaciéon vy
excrecion de metabolitos de desecho de medicamentos, xenobidticos y toxinas, lo que lo
hace un objetivo especialmente vulnerable al dafio causado por sustancias quimicas
toxicas y radicales libres generados como intermediarios en los procesos metabdlicos
(Bodakhe y Ram , 2007; Hsu et al., 2010). Idealmente, estos radicales son neutralizados
por las defensas antioxidantes celulares, equilibrio cuyo mantenimiento es crucial para
el normal funcionamiento del organismo y que puede verse comprometido si se produce

un aumento excesivo de metabolitos oxidativos.

En el higado, la consecuencia méas frecuente del estrés oxidativo es la iniciacion de la
peroxidacion lipidica, inducida por el ataque de las cadenas acil-lipidicas por parte de
un radical con capacidad suficiente para abstraer un atomo de hidrégeno de un carbono
metilénico de la cadena. Este proceso se facilita por la presencia de dobles enlaces, lo
que explica la susceptibilidad particular de los acidos grasos poliinsaturados. Como
consecuencia de la abstraccién de un atomo de hidrdgeno, las moléculas lipidicas
pueden entonces reaccionar con el oxigeno molecular, originando radicales peroxilo,
que, segun las circunstancias, pueden combinarse entre si, atacar a proteinas de
membrana (provocando cambios estructurales en la membrana y en los mecanismos de

sefializacion de proteinas asociadas) o abstraer atomos de hidrogeno de acidos grasos




Providing scientific evidence for the use of dietary supplements: a case study in hepatoprotective plants

adyacentes, propagando la cadena de peroxidacion lipidica. Esta propagacion esta
influida por diversos factores; asi, por ejemplo, se ve favorecida por una alta relacion
proteinas/lipidos en la membrana y dificultada por la presencia de antioxidantes capaces
de donar atomos de hidrégeno a los radicales peroxilo, interrumpiendo de este modo la
reaccion en cadena y evitando la propagacion de las reacciones de peroxidacion lipidica
(Halliwell y Chirino, 1993; Ferreira et al., 2009).

Los principales productos primarios en los procesos de peroxidacion lipidica son los
hidroperdéxidos (LOOH), no obstante, son productos secundarios de la peroxidacion,
como malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE), generados en la
descomposicion de acido araquiddnico y de otros &cidos grasos poliinsaturados (PUFA),
los que se consideran mas toxicos y mutagénicos. EI MDA puede actuar como
sefializador en la regulacion de la expresion génica y en particular en lipocitos
hepéticos, e inducir la expresion de genes de la ruta del coldgeno. Ademas, tiene una
alta capacidad para reaccionar con proteinas y ADN, entre otras biomoléculas,

conduciendo a la formacién de aductos (Ayala et al., 2014).

Los compuestos fendlicos son conocidos por capacidad para donar &tomos de hidrogeno
y electrones a radicales libres, por lo que son normalmente clasificados como
antioxidantes interruptores de cadena, aunque su capacidad antioxidante varia
dependiendo del grado de hidroxilacion, posicion de grupos hidroxilo, polaridad,
solubilidad y potencial reductor (Elliott et al., 1992; Ferrali et al., 1997; Cos et al., 1998;
Hirano et al., 2001). Adicionalmente, algunos flavonoides también demuestran
capacidad para actuar como quelantes de catalizadores metalicos, activar enzimas
antioxidantes, reducir radicales alfa-tocoferol e inhibir oxidasas. Por lo tanto, estos
compuestos no solo interfieren en las reacciones de propagacion de radicales libres, sino
también con la formacion de los radicales, ya sea quelando metales de la transicién o
mediante la inhibicion de las enzimas implicadas en la reaccién de iniciacion (Ferrali et
al., 1997; Rice-Evans et al., 1996).

Las lesiones hepaticas pueden ser causadas por sustancias toxicas, infecciones y
trastornos autoinmunes, y se encuentran entre las dolencias mas graves y una de las
principales amenazas para la salud publica (Asha y Pushpangadan, 1998). Sin embargo,
los tratamientos para enfermedades como cirrosis, higado graso o hepatitis cronica son

problematicas debido a efectos secundarios causados por los medicamentos utilizados
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en su tratamiento. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos eficaces con
memores efectos secundarios es una necesidad emergente, lo que ha conducido a

numerosas investigaciones en le campo de las plantas medicinales hepatoprotectoras.

1.2.2. Plantas hepatoprotectoras

A pesar de la popularidad de las plantas medicinales, utilizadas por cerca del 80% de la
poblaciébn mundial con fines muy diversos (sedantes, analgésicos, antipiréticos,
cardioprotectores, antibacterianos o antiprotozoarios, entre otros), hay todavia una falta
de modalidades eficaces para el tratamiento para enfermedades del higado (Olaleye et
al., 2006). Sin embargo, debido a la insuficiencia de medicamentos hepaticos fiables, la
busqueda de productos naturales activos se ha intensificado en las Gltimas décadas y
estd experimentando un resurgimiento, siendo utilizados por hasta un 65% de los
pacientes hepaticos en Europa y los Estados Unidos. Este tipo de remedios son
generalmente percibidos como alternativas mas seguras a medicamentos de sintesis,
ofreciendo la imagen de un tipo de tratamiento mas ligero y, por tanto, inofensivo, que
conlleva menor toxicidad, adecuado efecto terapéutico, mayor adhesion del paciente y
mejor relacion coste/eficacia (Al-Asmari et al., 2014).

Diversas plantas se han descrito como hepatoprotectoras, como Abrus mollis Hance,
Aloe barbadensis Mill, Artemisia capillaris Thunb., Bauhinia variegata L., Butea
monosperma (lam), Cardiospermum halicacabum Linn., Cineraria abyssinica Sch. Bip.
exA. Rich., Cochlospermum vitifolium (Willd.), Cochlospermum angolensis Welw.,
Cynara scolymus L., Equisetum arvense L., Erycibe hainanesis Merr., Ficus ingens
(Mig.) Mig., Gentiana olivieri Griseb., Hippophae rhamnoides L., Lactuca indica L.,
Laggera pterodonta (DC). Benth, Nelumbo nucifera Gaertn., Ocimum gratissimum
Linn., Peltiphyllum peltatum Engl., Phyllanthus amarus Schum. & Thonn., Schisandra
chinensis (Turcz.) Baill., o Silybum marianum (L.) Gaertn. Estas plantas son usadas,
entre otros, para el tratamiento de distintas dolencias hepéticas, como hepatomegalia (A.
barbadensis; The Wealth of India, 2000), hepatitis virica [A. capillaris (Wu et al.,
2001), C. vitifolium (Sanchez-Salgado et al., 2007), P. amarus (Sane et al., 1997), E.
arvense (Editorial Committee of Chinese Medicinal Herbs) A. mollis (Zhou and Li,
2005)], inhibicion del crecimiento de células de carcinoma hepatico en sistema modelo
[A. capillaris (Zhao et al., 2014), L. indica (Kim et al., 2007), E. arvense (Oh et al.,
2004), P. amarus (Krithika et al., 2009), E. hainanesis (Feng et al., 2014)] y animales
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de experimentacion [C. angolensis (Bousserouel et al., 2012), L. pterodonta (Wu et al.,
2007)], y proteccion contra fibrosis cronica de higado y cirrosis (B. monosperma, B.
variegata, O. gratissimum; Gupta et al., 2013). Muchas de estas plantas contienen
compuestos fendlicos cuyo potencial antioxidante se ha relacionado con su capacidad
hepatoprotectora, al asociarse a menudo las lesiones de higado a reacciones oxidativas
que conducen a la peroxidacion de lipidos en el tejido hepatico.

1.3. El caso particular de alcahofa, cardo mariano y borututu

1.3.1. Composicion quimica

La alcachofa se cultiva extensamente en todo mundo sobre todo para consumo como
alimento de sus inflorescencias inmaduras, ya sea crudas, hervidas, al vapor o fritas. Es
una planta cuyo uso se conoce desde la antigiiedad y que es percibida como una verdura
nutritiva y saludable (Lattanzio et al., 2009), debido a sus propiedades antioxidantes y
efectos hepatoprotectores (Gebhardt y Fausel, 1997; Zapolska-Downar et al., 2002;
Jiménez-Escrig et al., 2003; Wang et al., 2003; Falleh et al., 2008; Kubi¢ et al., 2008;
Gouveia y Castilho, 2012). Es una planta con muy poca grasa y altos niveles de
minerales, vitamina C, fibra o inulina, aunque su actividad se ha relacionado sobre todo
con la fracciéon polifendlica, compuesta fundamentalmente por hidroxicinamatos y
flavonas, en particular acidos mono- y di-cafeoilquinicos y glicésidos de luteolina y
apigenina (Schiitz et al., 2004; Falleh et al., 2008; Lutz et al., 2011; Pandino et al.,
2011ay b; Gouveia y Castilho, 2012).

En nuestro conocimiento, no existe estudios sobre metabolitos primarios y valor
nutritivo en cardo mariano y borututu, aunque existen algunos trabajos sobre su
composicion fitoquimica incluyendo compuestos fendlicos. Por ejemplo, se sabe que el
cardo mariano contiene una mezcla de flavonolignanos, denominados en su conjunto
silimarina, constituida por isdmeros diastereoméricos y/o constitucionales de silibinas e
isosilibinas Ay B, silicristina, isosilicristina y silidianina (Wang et al., 2010; Calani et
al., 2012; Althagafy et al., 2013), que se consideran los principales responsables de sus
efectos terapéuticos (Giese, 2001; Zuber et al., 2002; Doehmer et al., 2011). Por otra

parte, recientemente se ha caracterizado la composicién fendlica en extractos acuosos e
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hidrometanolicos de borututu, revelando niveles elevados de derivados de los acidos
elagico y metil eldgico (Ferreres et al., 2013).

1.3.2. Propiedades bioactivas

La alcahofa, el cardo mariano y el borututu poseen diversos efectos farmacoldgicos,
especialmente como antioxidantes y hepatoprotectores, descritos en diferentes estudios.
La silimarina, presente en las semillas del cardo mariano, parece ser el principal
ingrediente farmacoldgicamente activo de esta planta, con indicaciones frente a
hepatotoxicidad y enfermedad aguda y crénica de higado (Giese, 2001; Zuber et al.,
2002; Doehmer et al., 2011), si como en la prevencion de trastornos de bazo y vejiga
(Rainone, 2005). Este complejo flavonoide ha demostrado actividad para inhibir el
crecimiento de células de carcinoma hepéatico (Brandon-Warner et al., 2010) y de

tumores de higado en modelos animales (Bousserouel et al., 2012).

La infusidn de corteza de borututu es usada en medicina tradicional angolana para el
tratamiento de enfermedades hepaticas y la profilaxis de la malaria (Poppendieck, 1981;
Silva et al., 2011), mientras que infusion de su raiz seca muestra elevada actividad
antirradicalaria in vitro (Costa et al., 2012), inhibe Plasmodium falciparum y deprime la
sintesis de ADN en eritrocitos de raton infectados por Plasmodium berghei (Presber et
al., 1991).

Por su parte, las hojas de alcachofa son utilizadas por sus acciones colagoga, colerética
y coliocinética, y también para el tratamiento de la dispepsia y como anti-diabéticas
(Koubaa et al., 1999).

A pesar de sus descritos efectos hepatoprotectores, no existen apenas estudios sobre la
actividad frente a carcinoma hepatocelular para las tres plantas mencionadas (Miccadei
et al., 2008; Brandon-Warner et al., 2010), y son también escasos los estudios sobre las
formas mas consumidas (infusiones y suplementos dietéticos). El carcinoma
hepatocelular es grave problema sanitario, con méas de 660.000 nuevos casos por afio en
el mundo, siendo una enfermedad con un desenlace rapido y fatal, con una esperanza de
vida de unos 6 meses tras el diagnostico; presenta la tercera tasa de mortalidad mas alta

entre todos los tipos de cancer (Jemal et al., 2011).
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2. Justificacion y objetivos de la investigacion

Muchos suplementos dietéticos, nutracéuticos y algunos productos farmacéuticos estan
basados en compuestos bioactivos obtenidos de fuentes naturales, por lo que se estd
realizando un intenso esfuerzo cientifico en la exploracién de plantas medicinales asi
como en la evaluacion de la eficacia de formulaciones basadas en las mismas (Dai y
Mumper, 2010). Para el presente estudio se seleccionaron tres especies de plantas,
alcachofa, borututu y cardo mariano, debido a su disponibilidad al ser comdnmente

utilizadas en suplementos dietéticos y formulaciones nutracéuticas.

Dado que estas plantas son consumidas con fines medicinales y funcionales e
incorporadas en diferentes suplementos dietéticos (cardo mariano y borututu se usan,
por ejemplo, directamente en forma de capsulas o comprimidos), y que la alcachofa y el
cardo mariano puede ser también consumidos como alimento (Lattanzio et al. 2009;
Vaknin et al. 2008), es importante conocer su perfil nutricional. Asi, en la presente tesis
se han caracterizado las caracteristicas nutricionales de estas tres especies, y se han
analizado sus componentes hidrofilicos (azucares y &cidos organicos) y lipofilicos
(tocoferoles y é&cidos grasos). Ademas, se estudid el perfil fendlico de distintas
formulaciones y extractos de las partes mas utilizadas de estas plantas, toda vez que los
compuestos fenolicos son sefialados como sus componentes mas activos (Razali et al.,
2012).

La actividad antioxidante es a menudo evaluada como un escrutinio preliminar de la
bioactividad de productos vegetales. En el presente estudio se han utilizado cuatro
ensayos diferentes para evaluar la actividad antioxidante: captacién del radical DPPH,
poder reductor, inhibicion de la decoloracion de S-caroteno e inhibicion de la formacion
de sustancias reactivas a acido tiobarbitdrico (TBARS). Ademas, se estudio la actividad
de inhibicion del crecimiento de células de carcinoma hepético utilizando la linea
celular HepG2 de carcinoma hepatico humano, y se evalud la hepatotoxicidad en
cultivos primarios de células de higado de cerdo. De hecho, la evaluacion de la
seguridad de plantas o extractos para ser empleados como alimento o medicina es una
necesidad, por cuanto los potenciales efectos de los compuestos naturalmente presentes
en plantas son dificiles de anticipar (Jacociunas et al., 2013). Igualmente, se estudio la
actividad anti-microbiana frente a aislados clinicos de bacteria multirresistentes,

concretamente Escherichia coli, Escherichia coli productora de S-lactamasas de amplio
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espectro (Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-producing E. coli), Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Pseudomonas

aeruginosa.

Ademas de estudiar la influencia del tipo de formulacién en los perfiles quimico y de
bioactividad de las plantas elegidas, este estudio se plante6 como objetivo el evaluar las
posibles diferencias que pudieran derivar de utilizar mezclas de las tres plantas en
diferentes proporciones en las formulaciones, asi como el efecto de la adicion de miel a
sus infusiones. Asimismo, se intentd6 también correlacionar la bioactividad de las
preparaciones con su composicion fendlica. Por altimo, se explor6 el efecto sobre
material desecado de borututu de la irradiacion con rayos gamma, una de las técnicas de
descontaminacién mas prometedoras para distintos productos alimentarios, a diferentes
dosis (1 y 10 kGy), evaluando su influencia sobre la composicidn quimica y la actividad

antioxidante y frente a células de carcinoma hepatico.

11
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3. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion funcional de las plantas desecadas

3.1.1. Caracterizacion nutricional de alcachofa, borututu y cardo mariano

La composicion proximal de alcachofa, borututu y cardo mariano se analiz6 utilizando
métodos convencionales y técnicas instrumentales (cromatografia liquida y de gases con
diferentes tipos de deteccion) para los perfiles de sustancias hidrofilicas (azlcares y
acidos organicos) y lipofilicas (&cidos grasos y tocoferoles).

El borututu mostré los contenidos mas elevados de carbohidratos, sacarosa y azucares
totales, grasas, acidos citrico y siquimico, y tocoferoles a-, -, 8- y totales. La alcachofa
poseia los mayores contenidos de minerales, proteinas, acido oxalico, y-tocoferol y
acidos grasos saturados (SFA), principalmente acido palmitico, asi como la mejor
relacién entre acidos grasos n6 y n3. Por su parte, el cardo mariano tenia los niveles mas
altos de fructosa y glucosa, acido quinico, acidos organicos totales y acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), mayoritariamente &cido linoleico, junto con el mejor ratio
PUFA/SFA.

3.1.2. Caracterizacion nutricional, actividad antioxidante y hepatotoxicidad

de borututu sometido a radiacion gamma

Se evalud la composicion proximal de muestras de borututu control (no irradiadas) e
irradiadas. En general, el tratamiento con radiacion gamma no afectd apreciablemente a
la composicion quimica del borututu, encontrdndose incluso las mayores
concentraciones totales de azlcares, acidos organicos, tocoferoles y PUFA en la
muestra irradiada a la concentracion mas elevada (10 kGy) entre las ensayadas, lo que
sugeria un efecto conservador de la irradiacion sobre esas moléculas. Esa muestra
presentaba también los niveles mas elevados de compuestos fendlicos y flavonoides
totales y de actividad antioxidante. Ademas, las muestras irradiadas mantenian la

actividad inhibitoria sobre el crecimiento en células HepG2 de carcinoma hepatico.

De manera general, la irradiacion gamma se mostré como una técnica de conservacién

adecuada para este tipo de material desecado sin afectar a sus componentes bioactivos.

12
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3.2. Actividad antioxidante y hepatotoxicidad de suplementos dietéticos

preparados a partir de alcachofa, borututu y cardo mariano

La capacidad antioxidante se evalué mediante evaluacion de la captacion del radical
DPPH, poder reductor, inhibicion de la decoloracion de B-caroteno e inhibicion de la
formacion de sustancias reactivas a acido tiobarbitarico (TBARS), mientras que la
inhibicion del crecimiento de células de carcinoma hepético se estudio en la linea
celular HepG2, y la hepatotoxicidad en cultivos primarios de células de higado de

cerdo.

3.2.1. Actividad antioxidante y hepatotoxicidad de infusiones y comprimidos

Las propiedades antioxidantes, actividad anti-carcinoma hepatocelular y toxicidad
hepética de las infusiones y suplementos dietéticos de las muestras de plantas fueron
evaluadas y comparadas. Todas las muestras revelaron buenas propiedades
antioxidantes, aunque las infusiones mostraban mayor actividad biologica que los

suplementos dietéticos.

La infusion de borututu poseia las actividades antioxidante y anti-carcinoma hepético
mas elevadas sin presentar toxicidad sobre células no tumorales de higado. La infusion
de alcachofa también presentaba actividad antitumoral, aunque mostro cierta toxicidad
para células normales a las concentraciones mas altas ensayadas. Las propiedades
antioxidantes y antitumorales se correlacionaron positivamente con el contenido de
polifenoles totales y de flavonoides. En general, entre las tres especies estudiadas, la
infusion de borututu result6 para ser la mas completa en relacién sus efectos

antioxidante y anti-hepatoma celular.

3.2.2. Actividad antioxidante y hepatotoxicidad de jarabes y efectos
sinérgicos
Se evaluaron las actividades antioxidantes y anti-hepatoma celular en jarabes que
contenian cada una de las plantas por separado y de mezclas de las mismas en distintas
combinaciones, con el objeto de comprobar si existia algun tipo de interaccion entre
ellas. El jarabe de cardo mariano demostro la mayor actividad antioxidante por todos los
métodos analizados, proporcionando los mejores resultados tanto en las muestras que
solo incluian esta planta como en las combinaciones que la contenian. En practicamente

todas las mezclas predominaron los efectos sinergicos, resultando mas eficaz para la
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mejora de la actividad antioxidante la mezcla de distintos jarabes basados en cada planta
que la mezcla de plantas en el mismo jarabe. Sin embargo, esta ultima fue ventajosa

para mejorar la actividad anti-carcinoma hepatico.

3.2.3. Influencia del tipo de formulacion y la mezcla de plantas

Los efectos del tipo de formulacion (F) y de la relacién entre proporciones de distintas
plantas en las mezclas (ratio A:B:M; R) fueron evaluados fijando uno de los factores,
esto es, los resultados se presentan como las medias de cada formulacion
(comprendiendo los valores para todos los ratios entre plantas en esas condiciones) y
también como las medias de cada ratio (comprendiendo los resultados para todas las

formulaciones correspondientes).

Los jarabes tendieron a ser el tipo de formulacién con los contenidos de compuestos
fendlicos y de flavonoides y la actividad antioxidante mas elevados. Por el contrario, los
comprimidos se mostraron como la peor formulacién. En lo concerniente a los ratios
A:B:M, los resultados no revelaron diferencias tan pronunciadas. Ninguna de las
mezclas ensayadas mostro toxicidad hasta las dosis maximas ensayadas sobre cultivos
primarios de células hepéticas normales (PLP2), aunque algunas muestras,
especialmente las infusiones, mostraron toxicidad sobre las lineas celulares HepG2 de
carcinoma hepatico. Todas las muestras sin excepcion dieron efectos para la actividad

antioxidante comparadas con la de las plantas individuales.

3.2.4. Influencia de la adicion de miel sobre la actividad antioxidante y

hepatotoxicidad de infusiones

Se evalué la influencia de la incorporacion de miel de castafio a infusiones de las
plantas medicinales estudiadas, tanto individuales como en combinaciones de dos y tres
plantas, con respecto a su actividad antioxidante y hepatotoxicidad. Los resultados se

compararon mediante analisis de varianza y andlisis discriminante lineal.

La adicion de miel a las infusiones tuvo un resultado beneficioso en todos los casos,
produciendo un efecto sinérgico sobre actividad antioxidante, con excepcion de en el
ensayo de inhibicion de la decoloracion de B-caroteno en las preparaciones de cardo
mariano+alcachofa, y también daba lugar a menor hepatotoxicidad, excepto en el caso

de la infusion de alcachofa. Por otra parte, los resultados del analisis discriminante
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lineal pusieron de manifiesto que la adicion de miel superaba incluso el efecto favorable

de la mezcla de plantas mezcladas.

3.3. Composicidn fendlica y actividad antimicrobiana de los suplementos dietéticos

preparados

Los perfiles fendlicos fueron analizados mediante HPLC-DAD-ESI/MS, llevando a
cabo la identificacion a partir de sus caracteristicas de retencion y espectros UV-vis y de
masas, asi como por comparacion con datos disponibles en la literatura y/o estandares

cuando estaban disponibles.

La actividad antimicrobiana se evalu6 utilizando microorganismos obtenidos de
aislados clinicos de pacientes hospitalizados. Se emplearon cuatro bacterias Gram-
negativas: Escherichia coli aisladas de orina, Escherichia coli productora de f-
lactamasas de amplio espectro (ESBL-producing E. coli) aisladas de hemocultivos,
Proteus mirabilis de exudados de la herida y Pseudomonas aeruginosa de orina, y una

bacteria Gram-positiva: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

3.3.1. Compuestos fenolicos en extractos e infusiones de alcachofa y cardo

mariano

Se caracterizaron los compuestos fenélicos en extractos hidrometandlicos e infusiones
(el modo més comin de preparacion) obtenidos de plantas de cardo mariano y
alcachofa. Las infusiones de ambas especies presentaron mayor contenido fendlico que
los extractos hidrometanolicos. El cardo mariano mostré una composicion fendlica
similar en las dos preparaciones, revelando sélo diferencias cuantitativas entre ellas. Sin
embargo, en el caso de la alcachofa se encontré un perfil ligeramente diferente entre
infusiones y extractos hidrometanolicos. Apigenina-7-O-glucurénido fue el principal
flavonoide encontrado en cardo, mientras que luteolina-7-O-glucurénido era la mas
abundante en alcachofa. Tanto las infusiones de cardo mariano como de alcachofa se
pueden considerar buenas fuentes de compuestos bioactivos, especialmente &cidos

fendlicos y flavonoides.
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3.3.2. Compuestos fendlicos en comprimidos y jarabes de alcachofa y de

cardo mariano y actividad antimicrobiana de infusiones, comprimidos y jarabes

Se evalud la composicion fendlica en comprimidos y jarabes de alcachofa y de cardo
mariano, y también la actividad antimicrobiana de infusiones, pastillas y jarabes.

Los compuestos fendlicos identificados en las formulaciones de alcachofa presentaron
similitudes con los encontrados en las infusiones y extractos hidroalcoholicos
mencionados en el apartado anterior, aunque se detectaron algunos picos no
identificados previamente. Acido vanilico y luteolina-7-O-glucésido fueron los
compuestos mas abundantes en jarabe de alcachofa, mientras los é&cidos 5-O-
cafeoilquinico, 4-O-cafeoilquinico y 1,3-dicafeoilquinico fueron los principales
derivados fendlicos en las pastillas de esta planta. En el jarabe de cardo mariano,
isoramnetina-O-desoxihexo6sido-O-hexdsido e isoramnetina-3-O-rutinésido fueron los
compuestos encontrados en mayor cantidad, mientras que en las pastillas el compuesto

mas abundante era un derivado hidroxilado de silibinina.

Entre las muestras basadas en la alcachofa, los mejores resultados en cuanto a actividad
antimicrobiana se obtuvieron para las infusiones, que mostraron capacidad para inhibir
E. coli, E. coli ESBL, S. aureus MRSA y P. aeruginosa, mientras que los comprimidos
solo revelaron actividad frente a S. aureus MRSA, aunque en concentraciones mas bajas

que la infusion.

Con relacion al cardo mariano, el jarabe presentd la mayor actividad antimicrobiana,
con menores valores MIC y demostr6 para ser capaz de inhibir el crecimiento de E. coli,
E. coli ESBL, S. aureus MRSA y P. aeruginosa. Las infusiones también mostraron
capacidad para inhibir estas bacterias pero en concentraciones significativamente mas
altas que el jarabe. Los comprimidos revelaron actividad antimicrobiana frente E. coli
ESBL, aungue en menor concentracion que la infusién, mientras que no inhibian el
crecimiento de las restantes bacterias. Ninguna de las formulaciones estudiadas de estas
plantas fue capaz de inhibir el crecimiento de P. mirabilis a las concentraciones

estudiadas.
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3.3.3. Compuestos fendlicos y actividad antimicrobiana en infusiones,
comprimidos y jarabes de borututu

Tres formulaciones diferentes (infusion, comprimidos y jarabe) de borututu fueron
caracterizadas en cuanto a su composicion fendlica y actividad antimicrobiana in vitro
frente a aislamientos clinicos de bacterias multirresistentes. Se detecto un total de once
compuestos fendlicos, siendo la infusion y los comprimidos las que presentaban la
mayor variedad. El acido protocatéquico solo estaba presente en infusiones, en la cual
era el compuesto mas abundante, mientras que (epi)galocatequina-O-galato era la
molécula principal en pastillas, y eucaglobulina/globulusina B en los jarabes. La
infusion reveld actividad antimicrobiana frente a todas las bacterias estudiadas con la
excepcion de Proteus mirabilis, mientras que los comprimidos mostraban actividad
contra E. coli ESBL y S. aureus MRSA. En los jarabes no se detecté ninguna actividad
antimicrobiana, lo que estaba de acuerdo con sus bajas concentraciones de compuestos
fenolicos. Nuevamente, ninguna de las formulaciones fue capaz de inhibir el
crecimiento de P. mirabilis. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la infusion de
esta planta (Cochlospermum angolensis) pueden considerarse buena fuente de

compuestos fenolicos y buen agente antimicrobiano.
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4. Conclusiones

El presente estudio tenia por objeto el ampliar el conocimiento sobre tres plantas
medicinales ampliamente utilizadas por sus propiedades hepatoprotectoras: borututu,
alcachofa y cardo mariano. Para ello, se caracterizaron quimicamente y se evalud la
actividad biologica de distintas formulaciones de las mismas disponibles en el mercado
(infusiones, pastillas y jarabes).

1) Con respecto a la caracterizacion quimica, el borututu presentd los contenidos méas
alto de carbohidratos, azUcares totales y sacarosa, grasa, acidos siquimico y citrico, y
tocoferoles a-, B-, 6- y totales. La alcachofa tenia el contenido méas alto de cenizas,
proteinas, acido oxalico, &cidos grasos saturados (SFA), principalmente &cido palmitico
y vy-tocoferol, como también la mejor relacion entre acidos grasos n6/n3. El cardo
mariano mostrd los niveles mas altos de fructosa y glucosa, acido quinico y acidos
organicos totales, acidos grasos poliinsaturados (PUFA), principalmente &cido linoleico,
y la mejor relacion PUFA/SFA. La bioactividad de compuestos lipofilicos,
particularmente &cidos grasos insaturados y tocoferoles, se perdia en las infusiones, pero
continuaba siendo significativa en comprimidos y jarabes que contienen las plantas
comercializadas como suplementos dietéticos. En nuestro conocimiento, éste es el
primer informe detallado sobre composicion de sustancias de interés nutricional en estas

plantas.

2) Se explord la aplicacion de la irradiacidén con rayos gamma como método alternativo
para la conservacion borututu seco. Se pudo concluir que, en general, este tratamiento
no afectaba significativamente a la composicion proximal de este material, observando
incluso los contenidos més altos de azucares totales, &cidos organicos, tocoferoles y
acidos grasos poliinsaturados en la muestra irradiada a la dosis mas alta (10 kGy). Esta
muestra presentaba también los niveles mas altos de flavonoides y polifenoles totales vy,
en general, la mayor actividad antioxidante, tanto en infusiones como en extractos
hidroalcohdlicos obtenidos a partir del material irradiado. Las muestras irradiadas
conservaban la actividad para inhibir el crecimiento de células de carcinoma hepatico
(HepG2), con menores disminuciones en el extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de
la muestra irradiada a 10 kGy. Con todo, la irradiacion gamma a las dosis ensayadas
demostro para ser una técnica adecuada para la conservacion de hierbas secas sin afectar

sus perfiles de compuestos bioactivos.
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3) Se evalu6 la actividad bioldgica de diferentes formulaciones (infusiones,
comprimidos y jarabes) de cada una de las tres plantas. Todas las muestras revelaron
buena actividad antioxidante, aunque mayor en las infusiones y jarabes que en los
comprimidos. La alcachofa present6 los mejores resultados en la actividad antitumoral,
aungue para su infusién se encontrd cierta toxicidad sobre las células normales. La
infusion de borututu y el jarabe de cardo mariano mostraron la actividad antioxidante
méas elevadas entre todas las preparaciones estudiadas, pero la infusion demostrd
mejores resultados que el jarabe en su capacidad para inhibir la proliferacion de células
HepG2. Asi pues, para lograr los beneficios atribuidos a estas plantas no parece
necesario recurrir al uso de jarabes, bastante mas costosos que las infusiones, a menos

que existan otros beneficios asociados a los jarabes ademas de los aqui estudiados.

4) Se estudiaron diferentes formulaciones preparadas con mezclas en diferentes
proporciones de las tres plantas consideradas. Sin excepcion para todas las
formulaciones, las mezclas produjeron efectos sinérgicos para la actividad antioxidante,
y en algunos casos también con respecto a la actividad de anti-carcinoma hepatocelular,
comparadas con las formulaciones basadas en plantas individuales. Por otra parte,
ninguna de las muestras mostrd toxicidad sobre células primario de higado. Los
resultados obtenidos deben contribuir a la toma de decisiones con vistas a establecer la
mejor formulacion y mezcla de plantas para la preparacion de productos eficaces y

seguros derivados del cardo alcachofa, borututu y leche.

5) Se valoré el efecto de la adicion de miel de castafio a las infusiones, toda vez que es
una practica habitualmente utilizada para mejorar el sabor de las mismas. Los resultados
obtenidos demostraron que la incorporacion de miel potenciaba las propiedades
antioxidante y citoprotectora de las infusiones. EI aumento de la actividad antioxidante
fue verificado en todos los casos, tanto en las preparaciones que contenian una Unica
planta como mezclas de las mismas, con la Unica excepcion de la preparacién de
alcachofa, cardo mariano y miel, donde se observé un efecto menos favorable en el caso
particular del ensayo de inhibicion de la decoloracion de B-caroteno. Las observaciones
realizadas también sugerian que la mejora inducida por la adicion de miel en las
propiedades bioactivas ensayadas podria incluso superar el efecto sinérgico obtenido
por mezcla de plantas.
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6) En lo relativo a composicién fendlica, alcachofa, cardo mariano y borututu se
mostraron buenas fuentes de tanto de acidos fendlicos como de flavonoides. En general,
las infusiones contenian mayores niveles de estos compuestos que los extractos
hidrometanolicos. Comparando las diferentes formulaciones de las tres plantas, se
observaron las siguientes tendencias con respecto a las concentraciones de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante: infusion > comprimidos > jarabe para alcachofa y
borututu, e infusion > jarabe > comprimidos para cardo mariano. Luteolina-7-O-
glucurdnido y luteolina-7-O-glucosido fueron los principales flavonoides encontrados
en la infusion de alcachofa, mientras que apigenina-7-O-glucurénido, luteolina-7-O-
glucuronido y apigenina-O-desoxihexosil-glucurénido lo eran en la de cardo mariano y

el acido protocatéquico en la de borututu.

7) Por ultimo, se evalud la actividad antimicrobiana de estas formulaciones, encontrado
que, de manera general, las muestras con concentraciones mas altas de compuestos
fendlicos también poseian la actividad antimicrobiana mas potente, lo que podria

explicarse por las bien conocidas propiedades antimicrobianas de estos compuestos.

Del presente estudio puede concluirse que cardo mariano, alcachofa y borututu son
importantes fuentes naturales de fitoquimicos con propiedades antioxidantes,
hepatoprotectoras y antimicrobianas, que se podrian incluir en la dieta en forma de
suplementos, contribuyendo asi a prevenir enfermedades cronicas. Este trabajo también
contribuye a apoyar las razones para el uso tradicional de estas plantas en diversas
formulaciones (material seco, pastillas o jarabes), ampliando el conocimiento sobre los
compuestos bioactivos que podrian ser responsables. Son necesarios, sin embargo, mas
estudios para concluir sobre los mecanismos de accion de estos compuestos, asi como
para confirmar que los efectos aqui reportados se pueden producir en el organismo

humano.
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