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1. LISTA DE ABREVIATURAS

AAl
AG
AGE
AM
AME
ANOVA
ATP
Api7G
BPR
CAT
C/EBP
CHOP
CsIC
DPPH
ECso
ECFCs
ER
FCCP
GRP78

HDL

indice de actividad antioxidante

Acido galico

Acido galico equivalente

Antocianina monomérica

Antocianina monomérica equivalente

Anélisis de la varianza

Adenosin trifosfato

Apigenina 7-glucdésido

Vélvula reguladora de presion

Catalasa

Proteina CCAAT- potenciador de unién

Proteina homdloga de unién al potenciador CCAAT
Consejo Nacional de Investigacion de Espafia
2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo

Concentracion efectiva media maxima

Células formadoras de colonias endoteliales de crecimiento tardio
Estrés del reticulo endoplasmatico
Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona
Proteina reguladora de glucosa de 78 KDa

Lipoproteinas de alta densidad
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LDL
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NO

OxLDL
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ppm

RCT

ROS

SCD

SFE
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TAC

TFG

TPC

VEGF
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Células madre hematopoyéticas humanas
Células endoteliales de cordon umbilical humano
Instituto para la Horticultura Mediterranea y Subtropical
Lipoproteina de baja densidad

Luteolina 7-glucésido

Oxido nitrico

LDL oxidado

Extraccion con fluidos presurizados

Partes por millon

Transporte de colesterol reverso

Especies reactivas de oxigeno

Superoxido dismutasa

Extraccion con fluidos supercriticos

Extraccién con agua subcritica

Sustancias reactivas de acido tiobarbiturico
Contenido en antocianos totales
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Contenido en polifenoles totales

Factor de crecimiento endotelial vascular
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2. PROPUESTA DEL TFG ASIGNADO

Titulo: Caracterizacién quimica y funcional de los extractos de hojas de mango, olivo y hollejo
de uva tinta obtenidos a partir de extraccion con liquidos presurizados y sus aplicaciones en el
campo de la biomedicina.

Caracter: Trabajo investigacion en laboratorio con ampliacién bibliogréfica
Descripcion:

La industria agroalimentaria genera grandes cantidades anuales de residuos agricolas. La
valorizacion de estos residuos tiene gran utilidad en diversos campos, como en la farmacia, la
cosmética o la alimentacion. Los compuestos bioactivos contenidos en las hojas de mango
(Mangifera Indica), en las hojas de olivo (Olea europaea), y en el hollejo de uva tinta (Vitis
vinifera) pueden ser obtenidos a partir de extraccidn con liquidos presurizados, una alternativa a
las tecnologias tradiciones de gran interés en la biotecnologia, ya que incrementa el rendimiento
y la selectividad del proceso, con cortos tiempos de extraccion y es muy respetuoso con el medio
ambiente, factor que adquiere cada vez mayor importancia en todo tipo de industrias quimicas y
biotecnoldgicas. Por otro lado, existe un gran interés biotecnol6gico, sobre todo en el campo de
la biomedicina, por explotar el potencial de los compuestos bioactivos (antocianinas,
polifenoles...), especialmente su poder antioxidante. El estrés oxidativo se produce por la accion
de radicales libres que se encuentran de forma natural en nuestro organismo o incentivadas por
factores externos, y que se encuentran en equilibrio con otros compuestos antioxidantes. El
desequilibrio a favor de los radicales libres desemboca en enfermedades inflamatorias,
autoinmunes, cardiovasculares o neurodegenerativas, de tal modo que los compuestos bioactivos
contenidos en los extractos naturales constituyen una alternativa sostenible y natural para
paliarlas. En este TFG, se va a realizar un trabajo experimental centrado en la extraccion de los
compuestos bioactivos antes mencionados, asi como en la evaluacion de la influencia del uso de
diferentes disolventes (agua y etanol) en la composicion quimica y poder antioxidante de los
extractos de hojas de mango y olivo y hollejo de uva tinta. Este trabajo se completara con una
busqueda bibliografica con objeto de evaluar las distintas aplicaciones biomédicas de dichos
extractos. Asi, laalumna adquirira todas las competencias basicas, especificas y transversales que

se contemplan en la memoria del Grado en Biotecnologia.
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3. RESUMEN

Los residuos agroalimentarios constituyen una fuente de sustancias con un gran potencial de
aplicacion en diversos campos de la biotecnologia. La revalorizacion de las hojas de mango, hojas
de olivo y hollejo de uva tinta puede llevarse a cabo a través de la utilizacion de los extractos
procedentes de estos recursos naturales en la industria alimentaria, farmacéutica o cosmética. Sin
embargo, cabe destacar que el potencial antioxidante de estos extractos estd siendo de gran

utilidad en la investigacion sobre enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Este trabajo de fin de grado pretende analizar las propiedades quimicas y bioldgicas de los
extractos procedentes de las tres materias primas anteriormente citadas, obtenidos por la técnica
de extraccion con fluidos presurizados (PLE) en unas condiciones de 80°C y 200 bar, utilizando

como disolventes agua o etanol.

La caracterizacion quimica consiste en evaluar el contenido total en polifenoles (TPC) vy,
exclusivamente para los extractos de hollejo de uva tinta, el contenido en antocianos totales
(TAC), mientras que la caracterizacidn funcional consiste en determinar la capacidad antioxidante

de dichos extractos, encontrandose en los extractos etanélicos un mayor poder antioxidante.

Todo lo anterior se completa con una revision bibliogréafica sobre el potencial biomédico de los
diferentes extractos, sobre todo en el campo de las enfermedades cardiovasculares,
determinandose dicho potencial no solo se debe a la capacidad antioxidante, sino que también se
encuentra relacionado con otras muchas capacidades, como la regulacion de la presion, de la
funcion endotelial, del metabolismo lipidico, de la funcion plaquetaria y de los niveles de

colesterol, asi como el restablecimiento de la actividad mitocondrial.
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4. ABSTRACT

Agro-food waste constitutes a source of substances with great potential for application in various
fields of biotechnology. The revaluation of mango leaves, olive leaves and red grape skin can be
carried out using extracts from these natural resources in the food, pharmaceutical or cosmetic
industry. However, it should be noted that the antioxidant potential of these extracts is being very

useful in research on diseases related to oxidative stress.

This final degree project aims to analyze the chemical and biological properties of extracts from
the three raw materials mentioned above, obtained by the extraction technique with pressurized
fluids (PLE) under conditions of 80°C and 200 bar, using water or ethanol as solvents.

The chemical characterization consists of evaluating the total content of polyphenols (TPC) and,
exclusively for the extracts of red grape skin, the content of total anthocyanins (TAC), while the
functional characterization consists of determining the antioxidant capacity of said extracts,

finding in the ethanolic extracts a greater antioxidant power.

Moreover, this work is completed with a bibliographic review on the biomedical potential of the
different extracts, especially in the field of cardiovascular diseases, determining that these are not
only due to the antioxidant capacity, but to many other capacities, such as the regulation of
pressure, endothelial function, lipid metabolism, platelet function and cholesterol levels, as well

as the restoration of mitochondrial activity.
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5. INTRODUCCION

5.1. Revalorizacion de los desechos de la industria agroalimentaria

Numerosos materiales de origen vegetal son descartados en la industria a pesar de ser ricos en
aceites esenciales y polifenoles. El estudio de los extractos obtenidos a partir de fuentes naturales
tales como plantas, especies, semillas, hojas, raices o tallos proporciona un valor afiadido a estos

residuos (Cejudo Bastante et al., 2017).

Asi, el cultivo del mango (Mangifera indica L.), la tercera fruta tropical mas popular del mundo,
produce unas considerables cantidades anuales de desechos agroindustriales, constituidos por la
piel, las semillas, las hojas y la corteza del tallo. Cabe destacar el papel de las hojas de mango
como una importante fuente de polifenoles con importantes aplicaciones farmacéuticas debidas a
su capacidad antioxidante (Sanchez-Sanchez et al., 2017). Del mismo modo, las hojas de olivo
(Olea europaea L.), generan el 10% de los subproductos generados en la almazara. Sin embargo,
numerosos estudios han revelado las importantes propiedades bioldgicas de polifenoles que
contienen, destacando el papel del metabolito secundario oleuropeina (Xynos et al., 2012). Por
otro lado, existe una nueva perspectiva en la industrial vinifera interesada en el aprovechamiento
de los desechos generados, ya que, tras la fermentacion alcohdlica, el 25% de la uva procesada
forma un residuo sélido organico denominado hollejo. La gran cantidad de hollejo producida
anualmente es utilizada como pienso animal o como fertilizante organico, sin embargo, algunos
estudios afirman que el 70% de los polifenoles de las uvas permanecen en el hollejo, de forma

que sus propiedades antioxidantes pueden ser explotadas (Brezoiu et al., 2019).

5.2. Técnicas de extraccion a alta presion

Las técnicas convencionales de extraccidon tales como la decoccién y la maceracion, utilizados en
la farmacognosia de forma tradicional, estan siendo desplazadas por nuevas técnicas emergentes
como la extraccién asistida por ultrasonido, la extraccidn con fluidos supercriticos (SFE) y la
extraccion con liquidos presurizados (PLE), que son mucho mas eficientes. Las dos ultimas son
especialmente llamativas debido a la alta eficacia, a que son técnicas respetuosas con el medio
ambiente, el ahorro de energia y tiempo y el uso de disolventes “verdes”, si bien el inconveniente
de las altas temperaturas y presiones es facilmente solventado mediante sistemas de seguridad

eficientes (Ferndndez-Ponce et al., 2017).

La extraccion con fluidos supercriticos, cuyo principal disolvente es CO, supercritico, es el
método mas adecuado para aislar compuestos apolares lipofilicos, dada su alta selectividad,
rapidez, automaticidad y seguridad ambiental, sin embargo, requiere altas cantidades de co-
disolvente (metanol, etanol o agua principalmente), para extraer compuestos polares (Xynos et

al., 2012), como es el caso de los polifenoles contenidos en los materiales que nos incumben. Por
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ello, la extraccion con liquidos a alta presién, usando agua o etanol como disolventes podrian

constituir una éptima alternativa para dicho propésito (Fernandez-Ponce et al., 2017).

5.2.1. Extraccién con liquidos presurizados
La extraccién con liquidos presurizados (PLE) involucra el uso de disolventes liquidos a altas

temperatura y presion por debajo de su punto critico, de manera que, aunque la temperatura sea
superior al punto de ebullicion, el disolvente permanecerd liquido gracias a la alta presion. De
esta manera se mejora el rendimiento de la extraccién, al mejorar la solubilidad y favorecer la

transferencia de masa (Hurtado, 2018).

Al igual que otras técnicas de alta presion, la PLE resulta efectiva en extractos con mayor
actividad bioldgica frente a los obtenidos en extracciones convencionales, dado que se potencia
la transferencia de masa debido al aumento de la permeabilidad celular y la difusién de los
metabolitos secundarios, ademas, se evita la degradacion de los compuestos activos mediante la
ausencia de luz y oxigeno, cuando se trabaja a temperaturas moderadas (Fernandez-Ponce et al.,
2017).

Los pardmetros mas influyentes en la técnica PLE son la presion, temperatura, tiempo de
extraccion y el disolvente empleado. Un aumento de la temperatura resulta en un incremento de
la transferencia de masa, mejorando la solubilidad en el caso de que el disolvente sea agua; sin
embargo, un aumento excesivo de la temperatura puede acarrear un contenido fenélico menor
debido a la degradacion de los compuestos termolabiles, como es el caso de algunos extractos
etanolicos donde la temperatura es cercana a los 100 °C. Asi, se determind que el rango éptimo
de temperatura es 60-100 °C. En cuanto a la presion, su incremento se relaciona con una reduccion
de la tension superficial del disolvente favoreciendo el contacto disolvente-analito, generalmente
se observa un efecto favorecedor cuando se aumenta hasta 200 bares. Todos estos pardmetros han

sido experimentalmente optimizados (Fernandez-Ponce et al., 2015).

Los disolventes mas cominmente usados son agua, metanol, acetona y hexano. Cuando el
disolvente usado es agua, la técnica se denomina extraccion con agua subcritica (SWE) donde las
altas condiciones de presion mejoran la solubilidad de compuestos hidrofilicos (Oreopoulou et
al., 2019). Sin embargo, los polifenoles pueden tener diferentes polaridades debido a la presencia
de grupos hidroxilos, asi, la literatura muestra como en muchas ocasiones la extraccion de estos
compuestos es méas eficaz cuando se usan disolventes etandlicos o mezclas hidroalcohdlicas,
aumentando la polaridad del disolvente (Messina et al., 2019). La importancia del disolvente
radica no solo en la composicién final del extracto, sino también en sus propiedades biolégicas.
De esta manera, se observa que los extractos acuosos de hojas de mango tienen propiedades
gastroprotectoras, mientras que en el caso de los extractos etandlicos, tienen actividades

hipolipidémicas y hepatoprotectoras (Fernandez-Ponce et al., 2017) .
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5.3. Polifenoles en los subproductos de la industria agroalimentaria

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de compuestos bioactivos que puede subdividirse
en varios grupos, entre los que destacan los flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos y los
lignanos. Si bien muchos de los efectos beneficiosos de los polifenoles estan relacionados con su
propiedades antioxidantes, se han identificado otros muchos mecanismos como su capacidad de
ejercer diferentes efectos en rutas de sefializacion extra e intracelulares, tales como la regulacion
de factores de transcripcion nucleares, interfiriendo en el metabolismo de las grasas, o en la
regulacion de la sintesis de modulares de la inflamacién (Fraga et al., 2019). En los siguientes
apartados se describiran los polifenoles presentes en las tres materias primas gque se han

seleccionado en el presente estudio.

5.3.1 Metabolitos con actividades bioldgicas en las hojas de mango

La produccion de mango es de aproximadamente 42 millones de toneladas por afio existiendo
unas 1000 variedades. Tanto la piel como la parte carnosa son ricas en fibra, vitaminasCy Ay
aminoéacidos esenciales, mientras que las semillas y hojas (figura 1A) son ricas en polifenoles. El
uso de las distintas partes de esta planta en etno-medicina es bien conocido, y por ello se estudian

los distintos compuestos biolégicamente activos presentes (Ediriweera et al., 2017).

Entre todos los compuestos polifendlicos contenidos en el mango, cabe destacar el papel de la
mangiferina (C-2-3-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona o C-glucosil xantona) (figura
1B). Se trata de una molécula farmacoldégicamente activa con actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antidiabética, inmunomoduladora y antitumoral. Es capaz de promover la
migracion de las células endoteliales durante la angiogénesis, resultando prometedor su uso en

el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Luo et al., 2012).

Las propiedades de otros compuestos, como 4acido galico, &cido ferdlico, epicatequina,
galotaninos, flavonoides o benzofenonas entre otros estan siendo también estudiadas, presentando
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiobesogénicas, reguladoras del colesterol y
antidiabéticas. Estos compuestos, al igual que la mangiferina, se encuentran ampliamente en las

hojas del mango (Gu et al., 2019).
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Figura 1: Hojas de mango (Mangifera indica L.) como materia prima de la extraccion PLE. A) Hojas de mango
empleadas en la extraccion B): Estructura de la mangiferina, principal polifenol de las hojas de mango (Luo et al.,
2012).

Aungue los métodos tradicionales de extraccion han sido ampliamente empleados en la obtencion
de extractos a partir de mango, como la maceracion, la extraccion por soxhlet y la extraccion por
reflujo, éstos requieren tiempos de extracciobn muy largos, con el consiguiente riesgo de
degradacion de los compuestos termolabiles, como los polifenoles que contiene (Acosta
Esquijorosa et al., 2016). Es por esto por lo que han surgido nuevas y novedosas técnicas que

solventan estos problemas, como la extraccion supercritica o con fluidos presurizados.

5.3.2 Metabolitos con actividades biolégicas en las hojas de olivo

El cultivo del olivo y la produccion del aceite de oliva constituyen unas de las actividades mas
importantes del area del Mediterraneo. La dieta mediterranea es conocida por su papel protector
contra enfermedades coronarias y cancer. Asi, el extracto de hoja de olivo es considerado un
suplemento natural que aporta beneficios dado su papel antioxidante, quimio y cardioprotector
(Qabaha et al., 2018).

Entre los diferentes constituyentes quimicos de las hojas de olivo se encuentran iridoides,
polifenoles, flavonas y carbohidratos. La oleuropeina es uno de los polifenoles més
biol6gicamente activos entre los presentes, al igual que el hidroxitirosol, obtenido de la hidrdlisis
de la primera (figura 2). La oleuropeina es conocida por tener efecto hipoglucémico,
vasodilatador, antimicrobiano, hipotenso, antiinflamatorio, antirreumatico, antiaterogénico y
antipirético; en gran parte debido a sus propiedades antioxidantes. Por otro lado, el hidroxitirosol
tiene poder hipoglucémico, antitrombdtico, hipocolesterolémico, antiinflamatorio vy
antimicrobiano, ademas de proteger del dafio oxidativo de los eritrocitos, reduciendo el riesgo de
enfermedades coronarias, capacidad reguladora de la respuesta inmunoldgica e importante

actividad anticancerigena (Haloui et al., 2011).

Los procesos de extraccion seleccionados para obtener extractos a partir de las hojas de olivo,
aprovechan la solubilidad en agua de una gran cantidad de moléculas contenidas (Gorzynik-
Debicka et al., 2018). Por ello, la extraccion con liquidos presurizados constituye una 6ptima

opcion para mejorar los rendimientos obtenidos por técnicas convencionales.
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Figura 2: Estructura de la oleuropeina y los productos de su degradacion (Haloui et al., 2011)

5.3.3 Metabolitos con actividades biolégicas en el hollejo de uva tinta

En la industria vinifera, una alta proporcion de los polifenoles existentes en las uvas permanecen
en el hollejo formado (figura 3A). Se postula que este residuo formado por semillas, piel y
pequefias ramas sea una importante fuente de compuestos bioactivos (Jara-Palacios et al., 2015).

Los compuestos fendlicos que se encuentran en el vino y uvas pueden clasificarse en tres grupos
principales. Los acidos fendlicos, como el acido hidroxibenzoico y &cido hidroxicinamico;
flavonoides, como catequinas, flavonoles y antocianinas (figura 3B); y proantocianidinas. Gracias
a éstos, los extractos de hollejo de uva han mostrado capacidad de prevencion de la oxidacion
lipidica y la supresidon del crecimiento de algunas cepas bacterianas como Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans y Escherichia coli, aunque destaca su papel antitumoral (Peixoto et al.,
2018).

Figura 3: Hollejo de uva tinta como materia prima de la extracciéon PLE. A) Hollejo de uva tinta empleado en la
extraccion tras la molienda. B) Estructura bésica de las antocianinas, compuestos fendlicos principales del
hollejo(Reis et al., 2016)

Los disolventes utilizados en la extraccion influyen enormemente en la composicién polifendlica
del extracto. Segun la bibliografia, los extractos de hollejo de uva pueden mostrar una actividad

prooxidante o antioxidante dependiendo del disolvente empleado. Los extractos hidroalcoholicos
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tienen una actividad antiinflamatoria in vitro, actividad antitumoral y antimicrobiana (Brezoiu et
al., 2019)

5.4. Aplicacion biomédica de los extractos y estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por interferencias en el balance entre agentes oxidantes y
antioxidantes, desplazandose el equilibrio a favor de los elementos oxidantes o radicales libres
(Liang & Kitts, 2014). Este estrés oxidativo esté relacionado con multitud de enfermedades, por
lo que los biocomponentes antioxidantes de los extractos analizados en este estudio podria ser de
gran ayuda en el avance de novedosas terapias.

5.4.1. Enfermedades cardiacas y aterosclerosis

La importancia prestada a la aterosclerosis reside en su relacion con las enfermedades
cardiovasculares, una de las mayores causas de muerte en paises desarrollados (Libby et al.,
2019). La aterosclerosis es un proceso desarrollado de forma natural en todas las personas,
avanzando generalmente con la edad. Sin embargo, en muchas circunstancias, desemboca en

complicaciones aterotromboticas, suponiendo un problema global (Salvayre et al., 2016).

El colesterol es de naturaleza liposoluble, por tanto, tiene una baja solubilidad en sangre y debe
ser transportado a través del torrente sanguineo por diferentes lipoproteinas (Libby et al., 2019).
El depdsito y acumulacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL), encargada del transporte
del colesterol desde el higado a otros tejidos, es el factor iniciador de las aterosclerosis (Libby et
al., 2019). Este puede sufrir modificaciones cuando se encuentra acumulado en el espacio
subendotelial, como oxidaciones debidas a la presencia de radicales libres y especies reactivas
tales como lipooxigenasas y mieloperoxidasas, y la agregacion, que resulta en la formacion de
complejos de tamafio entre 100 nm y 0,1 um. En este punto, el sistema inmune juega un
importante papel, ya que las células fagociticas de la inmunidad innata (monocitos/macrofagos)
localizadas en el espacio subendotelial reconocen la LDL oxidada a través de sus receptores
“scavengers” y fagocitan estos agregados (Raggi et al., 2018). Los receptores “scavengers” se
diferencian de los receptores de LDL en que la union de los primeros no esté sujeta a inhibicion,
por lo que la fagocitosis continua tanto tiempo como haya LDL oxidado (OxLDL) presente (Raggi

et al., 2018). Este proceso se muestra en la figura 4.

Estas células fagociticas que acumulan OxLDL se denominan células espumosas, y su formacion
depende del equilibrio existente entre elementos prooxidantes y antioxidantes en la pared arterial.
Segln la hip6tesis oxidativa de la aterosclerosis, estas células tienen propiedades pro-
ateroscleroticas, como el incremento de la oxidacion del LDL (Fuhrman et al., 2005). Ademas de
acumularse en macrofagos, el OXLDL tiene efectos proinflamatorios y toxicos que influyen en la
fisiologia de la zona afectada y provoca lesiones endoteliales. Asi, en el tejido subendotelial,

empiezan a convivir procesos necréticos y reparadores, como la migracion de las células del
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mausculo liso o la formacion de matriz extracelular por las células miofibroblasticas, pudiéndose
dar una mejora de las lesiones o formandose placas ateroscleroticas, dependiendo fuertemente del
estilo de vida adoptado. Las placas aterosclerdticas pueden estabilizarse y no causar problemas

clinicos, o ser inestables y sintomaéticas provocando eventos isquémicos (Salvayre et al., 2016).
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Figura 4: Progresion de la lesion aterosclerotica (Libby et al., 2019)

De esta manera, el estrés oxidativo debido a la mayor carga de agentes oxidantes respecto a los
antioxidantes se convierte en una fuente de biomarcadores para las enfermedades
cardiovasculares y explica por qué numerosas terapias incluyen recursos naturales fuente de
agentes antioxidantes, tales como los extractos analizados en este TFG. La esperanza plasmada
en este tipo de intervenciones puede deberse en parte a la observacion generalizada del bajo
incidente de accidentes cardiovasculares en paises donde priman dietas basadas en alimentos que

proporcionan sustancias antioxidantes y antiinflamatorias (Balea et al., 2018 ).

5.4.2. Cancer

Algunos estudios afirman que las propiedades antioxidantes de los extractos naturales se
encuentran estrechamente ligadas con su habilidad para inhibir la proliferacién tumoral. Esta
actividad antineoplésica se debe, por tanto, a los polifenoles que contenidos en dichos extractos
(Venkata Raju et al., 2019).

Si bien es cierto que el estrés oxidativo esta relacionado con el envejecimiento celular y la
generacion de mutaciones que desemboquen en el desarrollo de procesos cancerigenos y que el
consumo de fuentes naturales ricas en antioxidantes puede ayudar a prevenir y o retrasar la
aparicion de los fendmenos neoplasicos, la terapia antitumoral basada en agentes antioxidantes
ha dado lugar a resultados contradictorios, observandose en algunos casos que es mejor opcién
favorecer el estrés oxidativo en las células cancerigenas para provocar la muerte celular (Gill et
al., 2016).
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De cualquier manera, los polifenoles contenidos en los extractos naturales proporcionan una
importante funcion protectora contra el cancer de una forma menos toxica para el organismo que

las terapias quimicas tradicionales (Venkata Raju et al., 2019).

5.4.3. Enfermedades neurodegenerativas

Los mecanismos que conllevan a la muerte celular en enfermedades neurodegenerativas son adn
desconocidos, sin embargo, se tiene conocimiento de que el estrés oxidativo es un importante
fendmeno relacionado con desérdenes neuroldgicos como la enfermedad de Huntington, el

Alzheimer o el Parkinson (Rodriguez Grafia et al., 2015)

En este sentido, una de las aplicaciones mas prometedoras de los extractos naturales es proteger
contra la neuropatia producida por tratamientos quimioterapicos como el oxaliplatino. Se
desconoce aln la causa real de la neuropatia causada por este farmaco antineoplasico, sin
embargo, estd demostrado que en estas situaciones las células gliales dejan de aportar sustancias
antioxidantes a las neuronas, alterando el circuito nervioso. Por tanto, el aporte de los
biocomponentes antioxidantes de los extractos naturales pueden tener un efecto positivo (Micheli
etal., 2018).

Por otro lado, estudios recientes afirman que la oleuropeina es capaz de estabilizar la forma
monomérica de la proteina a-sinucleina, e inhibir la formacién de agregados, evitando asi la
formacidn de las fibrillas toxicas caracteristicas de la enfermedad del Parkinson (Palazzi et al.,
2020). Asi, los extractos de hojas de olivo serian una fuente prometedora de nuevos tratamientos

contra este tipo de enfermedades neurodegenerativas.

5.4.4. Enfermedades autoinmunes e inflamatorias

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico resultado de un defecto en la secrecion de insulina
0 de su accion. La diabetes tipo Il es la mas comun y aparece en los adultos debido a factores
genéticos y a un mal estilo de vida, mientras que la diabetes tipo | es considerada una enfermedad
autoinmune que se desarrolla desde la infancia. Numerosos remedios a base de plantas han sido
estudiados por sus propiedades antidiabéticas, en especial, los extractos obtenidos a partir de

mango (Ediriweera et al., 2017).

Por otro lado, la retinopatia diabética es una de las més graves complicaciones de esta enfermedad,
que en un altimo término puede causar ceguera. Tanto el estrés oxidativo como el estrés osmético
son factores claves en esta patologia. Las propiedades hipoglucémicas y antioxidantes de los
extractos de hojas de olivo han sido evaluadas en cultivos de células fotorreceptoras, unas células
neuroepiteliales encontradas en la retina, relacionando dichas propiedades con el poder

neuroprotector (Benlarbi et al., 2020).
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6. OBJETIVOS

Considerando la importancia que los extractos de hojas de mango y olivo, asi como del hollejo
de uva tinta tienen en biomedicina, el presente estudio tiene como objetivo general realizar una
comparacion de los procesos de extraccion de las materias primas mencionadas, realizando un
andlisis de la composicion quimica, asi como la actividad antioxidante de los extractos obtenidos.
En el estudio de extraccion se analizar el efecto del disolvente empleado, utilizando agua o etanol
presurizados. Esta parte del estudio se ha realizado en colaboracion con el grupo de investigacion
de Andlisis y Disefio de Procesos con Fluidos Supercriticos, del departamento de Ingenieria
Quimicay Tecnologia de los Alimentos, y en especial gracias a la ayuda de las Dras. Maria Teresa
Fernandez Ponce y Cristina Cejudo Bastante. Por otro lado, el trabajo incluye un andlisis
bibliografico del potencial biomédico de los extractos mencionados previamente, gracias a la
tutela de la Dra. Maria del Carmen Duran Ruiz profesora del Departamento de Biomedicina,
Biotecnologia y Salud Publica y al Dr. Ismael Sdnchez Gomar, Investigador del grupo IN-CO23
del Instituto de Biomedicina de Cadiz (INIBICA).

Para llevar a cabo el objetivo global del trabajo se tuvieron en cuenta los siguientes objetivos
especificos:

o Realizar una revisién bibliografica sobre el tema objeto de estudio incluyendo estudios
de extraccion de sustancias bioactivas de las materias primas evaluadas y su potencial
biomédico, especialmente, su posible aplicacion en la terapia de las enfermedades
cardiovasculares.

e Estudiar la extraccion a alta presién de las materias primas evaluadas analizando el efecto
del tipo de solvente (agua o etanol presurizados).

e Caracterizar quimica y funcionalmente los extractos obtenidos de las hojas de mango,
hojas de olivo y hollejo de uva tinta.

e Realizar una comparativa de los extractos empleados teniendo en cuenta rendimiento de

extraccion, contenido fendlico, contenido en antocianos y actividad antioxidante.
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7. SOLUCION TECNICA

En este apartado se describen las materias primas utilizadas, los procedimientos seguidos y los

resultados obtenidos, asi como la discusion de éstos.

7.1. MATERIALES Y METODOS

7.1.1. Materias primas y reactivos

La materia prima a partir de cual se obtuvieron los extractos naturales fueron hojas de mango
(Mangifera indica L.) proporcionadas por el Instituto para la Horticultura Mediterrdnea y
Subtropical ‘La mayora’ (IHSM), del consejo Nacional de Investigacion de Espaiia (CSIC,
Malaga, Espafia); hojas de olivo (Olea europaea) (Olivarera San José de Lora de Estepa Sca
Coop, Sevilla, Espafia) y hollejo de uva tinta (Vitis vinifera) (Bodegas Luis Pérez, Jerez, Espafia).
Las hojas de mango se recolectaron en el 2018, y el hollejo y hojas de olivo en 2019. Tanto las
hojas como el hollejo se dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron en ausencia de luz
para su correcto mantenimiento. Tras esto, se procedio a la trituracion de la materia organica
(figura 5) con objeto de aumentar la superficie de contacto con el disolvente, facilitando la
extraccion de los compuestos de interés, pero con precaucion de que el tamafio no fuera tan

reducido como para obturar el filtro del extractor. Las materias primas secas y molidas se

mantuvieron a temperatura ambiente hasta su posterior utilizacion.

Figura 5: Trituracién hojas de mango

Con respecto a la extraccion, los disolventes utilizados fueron agua miliQ y etanol al 96%
(Panreac), dado que se tratan de disolventes polares 6ptimos para la extraccion de compuestos

fendlicos (Fernandez-Ponce et al., 2017)

El reactivo utilizado con el proposito de determinar la actividad antioxidante de los extractos fue
2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Para determinar el contenido en polifenoles totales se usé
el reactivo de Folin-Ciocalteu, asi como carbonato de sodio para parar la reaccion y acido galico

monohidratado para realizar la curva patron. Ademas, para la determinacién del contenido total
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en pigmentos de antocianinas de los extractos de hollejo de uva tinta, se utilizaron como reactivos
clorato de Potasio, acetato de Sodio y acido clorhidrico. Todos los quimicos anteriores fueron

proporcionados por la casa comercial Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

7.1.2. Equipos de extraccion a alta presion
Las extracciones con liquidos presurizados se llevaron a cabo en extractores de alta presion de la
firma Thar Technology modelo SF1000 y modelo SF2000. Los elementos que los componen son

comunes a ambos, variando el volumen del extractor.

e Extractor: En el modelo SF1000 se trata de un cilindro de acero inoxidable de 1L de
capacidad, mientras que en el modelo SF2000 la capacidad es de 2L. La presion, que
puede medirse y controlarse gracias a la presencia de un mandmetro, se mantiene
constante en su interior gracias a la junta de sellado que proporciona un cierre hermético.
El aporte calorifico se realiza mediante un encamisado externo y la temperatura interna y
externa se mide con dos termopares. Ademas, cuenta con filtros a la entrada y salida de
un tamafio de poro de 2 pm.

e Bombas de alta presion: El sistema cuenta con dos bombas de alta presion de doble piston
de la firma Thar Technology, una modelo P100 para impulsar el CO; y otra modelo P50
para impulsar el co-disolvente. En este caso, solo se usé la bomba de co-disolvente, dado
gue los disolventes empleados fueron agua o etanol en cada caso, de forma que el co-
disolvente pasa a ser el disolvente principal.

e Precalentador: Ubicado previamente al extractor. La funcion de este intercambiador de
calor de alta presion es llevar el disolvente a la temperatura de trabajo.

e Valvula automatizada de regulacion de presion (BPR): Valvula de seguridad automatica
localizada posteriormente al extractor, cuya funcion es mantener en el interior del
extractor la presién de trabajo, de manera que si se sobrepasa dicha presion se abre hasta
gue vuelva a bajar del valor premisa. Se encuentra termostatizada, para, en el caso de
trabajar con CO; evitar la congelacion por la despresurizacion de este.

e Separador ciclénico: Segundo recipiente de acero inoxidable de 0,5 L de capacidad,
utilizado para recoger el extracto cuando se trabaja en continuo. En este caso, se trabajé
en discontinuo, permaneciendo el extracto todo el tiempo en el extractor, por lo que no
se uso el separador ciclonico.

e Tuberias y valvulas: Todo el equipo esta conectado por un sistema de tuberias de 1/8
pulgadas y vélvulas.

e Software: Las variables medidas y controladas por el software “Process Suite” (Thar
Technology) son el caudal del flujo, la presion en el extractor, la presion de la BPR, y las

temperaturas del precalentador, de la camisa y los dos termopares
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Figura 6: Diagrama modelo del equipo de extraccion supercritico ( Fernandez-Ponce et al., 2017)

7.1.3. Otros equipos:
Ademas de los equipos de extraccion, los siguientes equipos fueron necesarios en la realizacion

del trabajo experimental:

¢ Bafio de ultrasonido Modelo 514. de SELECTA de 50 kHz: Fue utilizado para asegurar
la correcta realizacion de la disolucion madre de DPPH en el andlisis de la capacidad
antioxidante.

e Balanza de precision Mettler Toledo AG135: Para la medida de los extractos secos en la
determinacion de la concentracién y el rendimiento

e Balanza Gram-precision serie STB-8K: Para la preparacion de reactivos

e Camara frigorifica: Usada para la correcta conservacion de los extractos

e Lector de microplaca Epoch2 de BioTek: Utilizado para realizar las medidas
espectrofotométricas en los analisis del contenido total de polifenoles, antocianos y
capacidad antioxidante mediante el software “Gen5”.

e Evaporador rotativo Laborota 4000-efficient de Heidolph: usado para evaporar los
disolventes de los extractos en la determinacion de la concentracion y rendimiento de la

extraccion.

7.1.4. Metodologia de extraccién con liquidos presurizados:

Como ya se describié anteriormente, la extraccion con liquidos presurizados se efectud con los
equipos de la firma Thar Technology. Los extractos de hojas de mango y los de hollejo de uva
tinta, tanto con agua miliQ como con etanol, se llevaron a cabo en el modelo SF2000. Los
extractos de hoja de olivo, tanto con agua miliQ como con etanol, se realizaron en el modelo
SF1000.

Un paso fundamental previo a la extraccion fue purgar la bomba del co-disolvente, de esta manera

se elimind el aire, llenandose completamente el circuito de aspiracion del disolvente. En este paso,
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se hizo uso de la valvula MV8, abriendo y cerrando las llaves de la purga y la del sistema
correspondientemente. Se encendid la bomba estableciéndose un caudal de 5 g/min, la cual se
detiene una vez el disolvente salia de forma constante, devolviendo las llaves de la valvula a su

estado inicial.

Tras esto, se introdujo el cartucho de papel que contiene el material organico previamente
triturado y pesado en el vaso extractor, llenando con el disolvente correspondiente hasta la altura
del termopar. Seguidamente al cierre del extractor, se comprob6 que todas las conexiones estan
debidamente ocluidas.

A continuacidn, se establecieron las diferentes variables en el software “Process suit” (Thar
Technology), tanto las temperaturas del precalentador y del extractor como el caudal de la bomba
y la presion de operacion. Se bombeo el disolvente correspondiente, agua o etanol a través de la
bomba de co-disolvente y una vez alcanzada la presion de operacion se mantuvo la presién del
sistema constante gracias a la accion de la valvula reguladora de presion (BPR). Cuando la presion
indicada por la BPR era la de trabajo, se apagd la bomba y se dejo la extraccion durante el tiempo
de operacion. Se operé de manera discontinua o estatica, por lo que el extracto obtenido
permanecié en todo momento en el interior del vaso extractor, favoreciendo el enriquecimiento
del mismo en los compuestos de interés, sin pasar al separador ciclénico. Una vez transcurrido el
tiempo de extraccion, se apagaron las temperaturas, se despresurizé el sistema y se procedio a la

recoleccion del extracto. Al finalizar cada extraccion, el sistema completo se limpi6 con acetona.

Las condiciones de trabajo se fijaron a una presion de 200 bar, temperatura de 80 °C y un tiempo
de extraccion de 12 h en modo estatico. Se introdujo una cantidad de muestra entre 100 y 500 g
dependiendo el tipo de extractor utilizado. Las condiciones de extraccién se seleccionaron
teniendo en cuenta estudios previos realizados por el grupo de investigacion ”Analisis y Diseno
de Procesos con Fluidos Supercriticos” TEP128 (Fernandez-Ponce et al., 2015) ( Fernandez-
Ponce et al., 2016).

7.1.5. Rendimiento de la extraccion

El rendimiento es el pardmetro que mide la masa de extracto seco obtenido en funcién de la masa
de materia prima inicial empleada. La determinacion del rendimiento se realiza por gravimetria,
se secan alicuotas de un volumen conocido de extracto en el rotavapor, y por diferencia del peso
del matraz vacio y conteniendo el extracto seco, se determina la masa de extracto seco contenido
en el volumen de alicuota usado. Mediante las siguientes expresiones matematicas, se calcula la
concentracion del extracto y se determina el rendimiento, referido al volumen total de extracto

obtenido tal como se indica en las ecuaciones [1] y [2].

Masa del extracto seco (g) [ ]

Concentracién del extracto (i) = -
mL Volumen de alicuota (mL)
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Concentracion del extracto (%)xVolumentotal del extracto (mlL)

Rendimiento (%) = x 100 [2]

Masa inicial de materia prima (g)

7.1.6. Caracterizacién quimica de los extractos
Los extractos fueron caracterizados quimicamente teniendo en cuenta el contenido total de
polifenoles y en el caso del extracto de hollejo también se determind el contenido total de

antocianos. A continuacion, se describen en detalle los métodos empleados.

7.1.6.1. Anélisis del contenido en polifenoles totales (TPC)

Para el andlisis del contenido total en polifenoles de los extractos, se sigui6 el método de Folin-
Ciocalteu. Primeramente, se prepar6 una solucion madre de éacido galico en agua a una
concentracion de 1000 ppm. Este compuesto organico fue empleado como patrén para determinar
el contenido total en polifenoles de los extractos. Tras esto, a partir de la solucion madre de acido
gélico, se realizaron 7 disoluciones seriadas (300, 150, 100, 75, 50, 25y 15 ppm), en un volumen
total de 1 ml, usando agua miliQ como disolvente.

Para cada extracto se analizaron varias concentraciones por triplicado. El test consistio en afadir
para cada muestra 200 pL de agua miliQ, 12,5 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 12,5 uL del
extracto pertinente. Para los controles se afiadieron los mismos reactivos en las mismas
proporciones exceptuando el extracto, que se sustituyd por el mismo volumen de agua miliQ o
etanol dependiendo del tipo de extracto (acuoso o etandlico). Para los blancos se afiadié 250 pL
de agua miliQ y 25 pL de agua miliQ o etanol. En la tabla 1 se presentan las concentraciones

preparadas para cada extracto, asi como la concentracion final en la reaccion.

Tabla 1: Concentraciones de las muestras para la determinacion del contenido en polifenoles totales

Concentracion diluciones (ppm) |Concentracion real en la reaccion (ppm)
1000 50
Acuoso
500 25
Mango 375 18.75
Etanolico 281.25 14.0625
210.94 10.547
3000 150
Acuoso
. 2000 100
Olivo
s 3000 150
Etanolico
2000 100
5000 250
Acuoso
. 2500 125
Hollejo
s 2000 100
Etandlico
1000 50

Tras 2 horas de reaccion, se afiadio 25 pL de carbonato de sodio (Na2COs) a cada pocillo para
parar la reaccion (incluidos controles y blancos, para eliminar la posible interferencia del reactivo

en la medida de la absorbancia). Posteriormente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda
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de 725 nm en un lector de microplacas Epoch2 (Biotek), con el software ‘‘Gen5’. La medida de

absorbancia se realiz6 tanto a las muestras como a las diluciones de la recta patron.

Una vez obtenidas las absorbancias, se llevé a cabo el andlisis de datos. Para ello, se realizo una
recta patron (Figura 7), representando la absorbancia en el eje frente a la concentracion de acido

gélico (AG) en la reaccion.

Recta patron Acido gdlico

0.800
0.700 y=0.0021x+0.0459 0
0.600 R2=09943 .7
0500 | e
0.400 R
0.300 B S
0200 | '3
0.100 | go"®
0.000
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentraciéon (ppm)

Absorbancia

Figura 7: Recta patrdn de &cido gélico.

La concentracion de polifenoles totales en los extractos se determina como microgramos de acido

Hg AG eq

———————), seglin la ecuacion
100 pg extracto

galico equivalentes por cada 100 microgramos de acido galico (

[3].

AG e V total reaccion (pL 1

( 1g AG eq )=ﬁﬂx alre W) X 100 [3]
100 ug extracto ml  V de extracto afiadido en la reacciéon (pL) C del extracto

Donde, P es la concentracion determinada al interpolar en la recta patron segun la absorbancia

obtenida.

7.1.6.2. Anélisis del contenido total en antocianos

Con el propdsito de realizar el analisis del contenido total en antocianos, se siguid la siguiente
metodologia que se basa en la coloracion que adquieren los pigmentos de antocianinas a pH acido
cercano a 1, debido la adquisicion de la estructura estable de cation flavilio (2-fenil-benzopirilio)
y el cambio que sufre esta estructura a pH 4,5 e hidratacion, convirtiéndose en la base carbinol,

incolora (Brezoiu et al., 2019).

El método se aplico solo a los extractos de hollejo de uva tinta. En el caso del extracto a base de
agua miliQ, se realiz6 una dilucion previa de concentracion 8000 ppm en un volumen de 1 mL, y
una dilucion de concentracién 2000 ppm para el extracto con etanol. A su vez, se llevo a cabo la

preparacion de dos soluciones tampon: una solucion de acetato de Sodio 0,4M, en un volumen de
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1000 mL, a pH 4,5, ajustado con HCI concentrado; y una solucion de clorato de Potasio, 0,025

M, en un volumen de 1000 mL, a pH 1,0, ajustado con HCI concentrado.

Posteriormente, las soluciones de 8000 y 2000 ppm previamente preparadas se diluyeron a razén
1:5 con los tampones preparados, obteniéndose dos diluciones por cada extracto, uno la solucién

tampon a pH 1y otro con la disolucion a pH 4,5.

De nuevo, se utiliz6 el lector de microplacas Epoch2 (Biotek) con el software ““Gen5’’, para la
medida de la absorbancia de las muestras, constituidas por 250 pL de las diluciones previamente
mencionadas, y los blancos que consistieron en 250 pL de la correspondiente disolucion de

acetato de sodio o clorato de potasio.

En lo referido al andlisis de datos, primeramente, se calcul la absorbancia de la muestra diluia

segln la siguiente ecuacion [4].
A = (A520-A700) pr1 - (A520-A700) pras [4]

Seguidamente, se determiné la concentracion de antocianina monomérica (AM) segln la ecuacion

siguiente [5] :

[5]

Antocianina monomérica (@) = (AXPMXFDXIOOO)./(.Q X0.71)
g [C.extracto original]
donde A= Absorbancia calculada previamente; PM= Peso molecular de la antocianina
predominante en la muestra. En nuestro caso, se trata de la cianidina 3-glucésido (449,2 g/mol);
FD= Factor de dilucion de los tampones. Las diluciones realizadas con los tampones a partir de
los extractos son 1:5; Se multiplica por 1000 para realizar la conversién de gramos a miligramos;
e = Absortividad molar de la antocianina predominante en la muestra, como ocurre en nuestro
caso, cuando pipeteamos un volumen de 250 pL en la microplaca, el valor de este parametro es

de 26900 L/mol/cm; la concentracion extracto original en g/L.

De esta manera, se obtuvo la concentracion de antocianina monomérica por gramo de extracto

original. Para expresar los resultados por cada 100 g de extracto original, se multiplica por 100.

7.1.7. Caracterizacion funcional de los extractos
En este apartado se realiz6 un andlisis de la capacidad antioxidante de los extractos, asi como una

busqueda bibliogréafica de sus aplicaciones biomedicas derivadas de sus actividades bioldgicas.

7.1.7.1. Anélisis de la actividad antioxidante

Dada la importante relacion entre la capacidad antioxidante de algunos extractos vegetales y su
funcion cardioprotectora (Balea et al., 2018), el primero de los analisis realizados fue comprobar
dicha capacidad mediante el método descrito por Brand-Williams et al. (1995) y Scherer & Godoy
(2009), basado en la capacidad de absorcion del compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
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a una longitud de onda de 515 nm. Cuando este radical libre, caracterizado por la intensa
coloracion puarpura de sus disoluciones, es reducido por un compuesto antioxidante, pierde tanto
su coloracidn, que pasa a ser amarillenta, como su capacidad de absorcién a la longitud de onda

mencionada previamente (Figura 8).

Q NO, Q NO,
d—ﬁ@@—wz + &: H — d_:QNoy -+ & o
NO, NO,

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

& . M represents antioxidant

Figura 8: Reaccion de oxidacion del DPPH en presencia de un antioxidante (Liang & Kitts, 2014)

Inicialmente, se realiz6 una disolucion madre de DPPH en un volumen de 50 mL a una
concentracion de 6x10* M, que fue aislada de la luz y congelada para posteriores usos. A partir
de la disolucion madre, se prepard una disolucion de trabajo a concentracion 6x10° M. El
disolvente utilizado para las diluciones fue etanol al 96%. Para facilitar la disolucion del DPPH,
particularmente en la preparacién de la disolucion madre, se necesité el bafio de ultrasonido
Modelo 514 (SELECTA).

Para el analisis se utilizé una placa de 96 pocillos en la que se midi6 la absorbancia de muestras
de 6 concentraciones diferentes de cada extracto por duplicado en un rango 0-5000 ppm. La
absorbancia fue medida en un lector de microplacas Epoch2 (Biotek) con el software *“Gen5’’. A
cada muestra se le afiadia 293 pL de la dilucién pertinente de extracto y 7 puL de DPPH 6x10° M.
Los controles se prepararon de igual manera que las muestras, pero en lugar de afiadir DPPH se
agreg6 7 uL de agua miliQ o etanol. El blanco fue 300 pL de etanol. En la tabla 2 se observan las
concentraciones estudiadas para cada extracto, y se incluye ademas la concentraciéon en la

reaccion teniendo en cuenta que la relacion de los reactivos afiadidos.

Durante el tiempo de reaccion, que fue 2 horas, se realiz6 una medida de la absorbancia a 515 nm
cada 5 minutos, empleando un lector de microplaca Epoch2 (Biotek) y el software “5Gen”, con
el fin de determinar el punto en que se estabiliza la reaccion y se alcanza el estado estacionario,
De esta manera, se determina el porcentaje de DPPH remanente en el estado estacionario teniendo
en cuenta la absorbancia inicial y la absorbancia final en el estado estacionario, segun la ecuacién
6.

Absorbancia final

%DPPH remamente = *100 [6]

Absorbancia inicial
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Tabla 2: Concentraciones de los extractos en el analisis de la actividad antioxidante

Extractos acuosos Extractos etandlicos
Concentraciéon en la Concentracion en la
Concentracién reaccion Concentracién reaccion
2000 46.667 281.25 6.563
1000 23.333 210.94 4.922
Mango 'c5, 11.667 158.2 3.691
250 5.833 118.65 2.769
125 2.917 66.74 1.557
62.5 1.458 37.54 0.876
3000 70.000 3000 70.000
2000 46.667 2000 46.667
Olivo 1000 23.333 1000 23.333
500 11.667 500 11.667
250 5.833 250 5.833
125 2.917 125 2.917
5000 116.667 2000 46.667
2500 58.333 1000 23.333
el 1250 29.167 500 11.667
625 14.583 250 5.833
312.5 7.292 125 2.917
156.25 3.646 62.5 1.458

Seguidamente, se representd la concentracién de extracto real en la reaccion frente la

concentracion de DPPH remanente, ajustando a una linea de tendencia polinémica de segundo

grado (figura 9). Se calculé la concentracion efectiva media méaxima, ECsy promedio,

concentracion de extracto a la cual se reduce el 50% de DPPH, y la desviacion estandar.

% DPPH remanente

90
80 .
70
60
50
40
30
20

10

[EC]50

Actividad antioxidante

y=0.2705x?-9.7636x+92.865
R*=0.9998

10 15 20 25
Concentracion del extracto en la reaccion

Figura 9: Representacion del porcentaje de DPPH remanente frente a la concentracion de extracto. Determinacion
gréfica de la concentracion efectiva maxima ([EC]so). Datos recogidos del extracto de hojas de mango a base de

etanol.
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Aungue la concentracion efectiva maxima (ECso) sea un factor caracteristico de la sustancia,
depende de la concentracion de DPPH inicial.

Por tanto, se determind el indice de actividad antioxidante (AAIl). Este es un parametro
estandarizado, de manera que se elimind el problema anterior de la dependencia de la
concentracion inicial de DPPH. Se calcul6 para cada réplica, siguiendo la siguiente expresion

matematica [7] y se realiz6 el promedio.

ECsg
[DPPH], enlareaccién

AAI = [7]

Para calcular AAI, se calculé previamente la concentracién inicial de DPPH en cada pocillo
([DPPH]o), segln la ecuacion [8]

0-5 mol _ 394,32 g _ 10%ug 1L

[DPPH]O =6x1 L 1 mol 1g 103m

= 23,66 ug/ml [8]

Teniendo en cuenta que se afiadié 293uL de solucién de trabajo y 7 pL de extracto:

293 uL

[DPPH], enla reaccion = 23,66 B9«
ml 300 uL

— Hg _
= 23,11ml = ppm [9]

Cuanto menor sea la concentracion efectiva maxima (ECso) y mayor sea el indice de actividad

antioxidante (AAI), mayor actividad antioxidante presentara el extracto.

7.1.8. Analisis estadisticos

Para el estudio de las variables influyentes en la obtencion de extractos de hojas de mango, olivo
y hollejo de uva tinta, el disolvente empleado y la materia prima de partida, se llevé a cabo un
tratamiento estadistico de andlisis de la varianza (ANOVA), mediante el software
“STATGRAPHICS Plus 4.0, tomando como variables respuesta el contenido total en
polifenoles (TPC), la concentracion efectiva maxima (ECso), y el indice de actividad antioxidante
(AAL). Para entender los resultados es necesario tener en cuenta que en el caso del factor materia
prima (A), a la hoja de mango se le dio un valor de -1, a la hoja de olivo un valor de 0 y al hollejo
de uva tinta un valor de +1, mientras que para el factor solvente (B), el agua tiene un valor de -1
y el etanol de +1. Se realizaron 6 muestras y 2 réplicas. Los resultados se consideran significativos

con un P-valor menor a 0,05.

7.1.9. Blsqueda bibliogréfica de las aplicaciones biomeédicas de los extractos

La busqueda bibliogréafica sobre las aplicaciones biomédicas de los extractos se centro en las
aplicaciones en el area de las enfermedades cardiovasculares y arteriosclerosis. Las herramientas
de busquedas empleadas fueron Pubmed y Scopus, utilizando como palabras clave: “Mango
leaves extract”, “Olive leaves extract”, “grape skin extract”, “atherosclerosis”, “biomedical

applications”, “cardiovascular deseases applications”, “cell proliferation and migration”,

“angiogenesis”.
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7.2. RESULTADOS Y DISCUSION

7.2.1. Extraccion con liquidos presurizados (PLE)
En este estudio, todas las extracciones se llevaron a cabo por el método de extraccion con liquidos

presurizados (PLE por sus siglas en inglés).

La eleccidn de la técnica se basd, primeramente, en las ventajas que presenta frente a las técnicas
convencionales, como la automatizacion, el ahorro econdémico y de energia, el mayor
rendimiento, el empleo de disolventes no contaminantes y la ausencia de luz que evita la
degradacion de los compuestos de interés (Hurtado, 2018). De hecho, en un estudio en el que se
compard la extraccion de los polifenoles de las hojas de mango mediante las técnicas PLE y
Soxhlet (Fernandez-Ponce et al., 2015) se encontr6 que aungue los rendimientos fueron similares,
la extraccion PLE intensifico la actividad antioxidante (AAI) de dichos extractos.

Comparando con otras técnicas de alta presion, la preferencia de la técnica usada, PLE, se debe a
gue permite la mejor solubilizacion de los compuestos fendlicos de interés en disolventes polares

(Fernandez-Ponce et al., 2016), tal y como se justificara posteriormente.

Las condiciones de temperatura y presion fueron optimizadas en estudios anteriores (Fernandez-
Ponce et al., 2015) (Fernandez-Ponce et al., 2017). De este modo, todas las extracciones se
llevaron a cabo a 80° C y 200 bar. La importancia del disolvente radica no solo en la composicion
final del extracto, sino también en sus propiedades biol6gicas (Fernandez-Ponce et al., 2017). Los

disolventes usados fueron agua y etanol. Se evalud la eficacia de ambos.

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para el disefio experimental donde se evalla el
efecto de la materia primay el tipo de disolvente con respecto al rendimiento global de extraccién,
la actividad antioxidante en término de EC50 e indice de actividad antioxidante (AAl) y contenido
total de polifenoles (TPC).

25



Trabajo de fin de grado | Josefa Benitez Camacho

Tabla 3. Disefio de experimentos realizados en la parte experimental del estudio.

Materi EC50 AAl  (ug TPC  (ug Rendimiento
Disolvente ateria Bloque (ung/ml; DPPH/ EIENT lobal de
prima ' ~ g de 9 .,
ppm) extracto) extracto) extraccion (%)
MW -1 -1 1 5,12 4,52 29,32 19,25
ME 1 -1 1 2,32 9,96 35,54 9,47
ow -1 0 1 30,11 0,77 6,78 14,9
OE 1 0 1 20 1,16 5,02 20,94
GPW -1 1 1 40,92 0,56 5,79 7,36
GPE 1 1 1 6,86 3,37 7,86 7,05
MW -1 -1 2 5,39 4,283 28,4 19,25
ME 1 -1 2 2,04 11,32 35,54 9,47
ow |-1 0 2 26,22 0,08 6,72 14,9
OE 1 0 2 24,55 0,94 6,27 20,94
GPW |-1 1 2 34,95 0,66 7,05 7,36
GPE |1 1 2 7,87 2,94 7,63 7,05

*TPC: Total polyphenol content (Contenido total en polifenoles)
*MW/ME: Mango agua/mango etanol

OWI/OE: olivo agua/olivo etanol

GPWI/GPE: Hollejo agua/hollejo etanol

7.2.2. Rendimiento global

En la siguiente grafica (figura 10) se observan los rendimientos globales obtenidos segln la
materia primay el disolvente empleado. En el caso de los extractos de hojas de mango y de hollejo
se obtuvo un mayor rendimiento en los extractos acuosos que en los etanélicos, mientras que en
el extracto de hojas de olivo se obtuvo mayor rendimiento en el extracto etanélico que en el
acuoso. La materia prima con la que menor rendimiento se obtuvo fue con el hollejo de uva tinta
en todos los casos. Al emplear agua como disolvente, el mayor rendimiento se obtuvo con las

hojas de mango, mientras que al emplear etanol el rendimiento fue mayor con las hojas de olivo.
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Figura 10: Diagrama de bloques del rendimiento global segin la materia prima y el disolvente

Comparando los resultados obtenidos con la bibliografia, encontramos que los rendimientos
obtenidos en este TFG en la extraccion de hojas de mango, 19,25% y 9,47% en los extractos
acuosos Yy etandlicos respectivamente, fueron menores que los obtenidos por PLE en un estudio
anterior, en el que el rendimiento al emplear etanol fue de un 37% (Fernandez-Ponce et al., 2016).
Las diferencias en el rendimiento pueden deberse al afio y periodo de recoleccion que provocan
cambios en las sustancias activas presentes en la planta.

Los rendimientos obtenidos en los extractos de hojas de olivo también fueron menores en
comparacion con la bibliografia. En nuestro caso, se obtuvieron unos rendimientos del 20,95% al
emplear etanol como disolvente y de un 14,90% al emplear agua, resultados considerablemente
menores al 26,4% y 41,5% al emplear etanol y agua respectivamente en un estudio en el que se
pretendid realizar una extraccion verde de las hojas de olivo (Xynos et al., 2012). Estas diferencias
pueden deberse a que las condiciones de operacion fueron diferentes. En este TFG se mantuvieron
unas condiciones es de 80 °C y 200 bar, en el estudio previamente mencionado (Xynos et al.,
2012) tales condiciones fueron de 103,4 bares y una temperatura de 150 °C en la extraccion acuosa
y 115 °C en la etandlica. Aunque la presion fuese menor, el aumento de temperatura puede haber

incrementado la solubilidad de los compuestos, aumentando el rendimiento.

No existen muchos estudios que analicen el efecto del disolvente en el rendimiento de la
extraccion de hollejo de uva tinta, pero en nuestro caso el rendimiento fue similar en la
extraccion acuosa (7,36%) y en la etandlica (7,05%). Un estudio realizado para comparar distintas
técnicas de extraccion verdes del orujo de varias variedades de uva tinta (Otero-Pareja et al., 2015)

afirmé que los mejores resultados se obtienen al usar la técnica PLE con etanol.

Tras el andlisis estadistico del efecto de las variables de operacion (tipo de materia prima y

disolvente) en el rendimiento de extraccidn, se observa en el grafico de Pareto (figura 11 A) que
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la variable més significativa que afecta el proceso de extraccion es la materia prima (A), mientras
que, el disolvente empleado (B) y la interaccién entre la materia prima y el disolvente (AB) no
tiene una influencia significativa. Estos resultados son respaldados por la tabla ANOVA del
rendimiento global (tabla 4), en la que un P-valor menor que 0,05 indica que la variable es
significativa y la gréafica (figura 11B), que confirma que la materia prima con la que mejor

rendimiento se obtuvo fue el olivo (raw material 0), sequido del mango (raw material -1) y el
hollejo (raw material -1).
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Figura 11: Anélisis estadistico del rendimiento global. A) Diagrama de Pareto estandarizado del analisis estadistico del
rendimiento global. B) Gréfica del andlisis estadistico del rendimiento global: Diagrama de Pareto estandarizado

Tabla 4: Tabla ANOVA del rendimiento global

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:raw material 0,0102346 1 0,0102346 7,45 0,0342
B:solvent 0,000543809 1 0,000543809 0,40 0,5524
AA 0,0135836 1 0,0135836 9,89 0,0200
AB 0,00449176 1 0,00449176 3,27 0,1206
bloques 0,0000294647 1 0,0000294647 0,02 0,8884
Error total 0,00824261 6 0,00137377

Total (corr.) 0,0371259 11

7.2.3. Caracterizacion quimica de los extractos

7.2.3.1. Contenido en polifenoles totales

El contenido en polifenoles totales (TPC) obtenido segin la materia prima y el disolvente
empleado se observa en la siguiente grafica (figura 12). Comparando las distintas materias primas,
el mayor contenido en polifenoles se obtuvo en los extractos de hojas de mango, seguido de los
extractos de hollejo de uva tinta y hojas de olivo, observandose que el mayor contenido
polifendlico se relaciond con el empleo de etanol frente al uso de agua como disolvente, excepto

en el caso del extracto de hojas de olivo, en el que el mayor contenido en polifenoles se obtuvo al
emplear agua.
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Figura 12: Diagrama de bloques del contenido total en polifenoles (TPC) segun la materia primay el disolvente

Los resultados de TPC obtenidos en este TFG en los extractos de hojas de mango, 28,859 y
35,355 pg AGE/100 pg de extracto, en el extracto acuoso y etanélico respectivamente, son
notablemente superiores a los obtenidos en otro estudio (Kulkarni & Rathod, 2018) en el que en
extractos acuosos de hojas de mango obtenidos por microondas, el mayor TPC fue de 0,064 ug
AGE/100 pg de extracto. El mayor TPC muestra la capacidad de la técnica de PLE para recuperar
compuestos fendlicos a partir de esta materia prima en comparacion con otras técnicas de
extraccion como la extraccion asistida por microondas. Los resultados obtenidos en este TFG
también fueron superiores a los obtenidos en otro estudio (Castro-Vargas et al., 2019), donde el
mayor valor de TPC se obtuvo en un extracto etandlico de piel de mango, 3,553 ug AGE/100 g
de extracto. Esto demuestra que las hojas de mango es una rica fuente en polifenoles, comparando
con otras partes de la planta. Sin embargo, los resultados de este TFG fueron menores al obtenido
previamente en otro estudio en el que el mayor TPC obtenido en un extracto etandlico de hojas
de mango mediante la técnica PLE fue de 41,99 ug AGE/100 ug de extracto. Las diferencias
pueden deberse en este Gltimo caso, al afio y periodo de recoleccion que provocan cambios en las
sustancias activas presentes en la planta, asi como diferencias en el tratamiento de la materia
prima (mayor o menor tamafio de particula tras la molienda) o a desviaciones en las condiciones

de presion o temperatura.

En cuanto a los extractos de hojas de olivo, los resultados de TPC, 6,747 y 5,641 pug AGE/100
Mg de extractos acuosos y etanolicos respectivamente, fueron similares a los obtenidos en un
estudio previo, (Putnik et al., 2017), en el que los valores de TPC oscilaron entre 4,113 y 6,299
Mg AGE/100 pg de extracto, en unas extracciones PLE en las que se empleé como disolvente una

mezcla de hidroalcohodlica al 50%.
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Los TPC obtenidos en este TFG para los extractos de hollejo de uva tinta fueron mayores en la
extraccion etandlica (7,748 + 0,165 ug AGEq/ 100 ug extracto) que en la acuosa (6,416 + 0,892
ug AGEg/ 100 pg extracto). El resultado fue menor al obtenido en un estudio anterior (Otero-
Pareja et al., 2015), en el que se encontré que el TPC obtenido con PLE era mayor al usar mezclas
hidroalcoholicas (49,7+ 0,5 ug AGEg/ 100 ug extracto ) que al usar solo etanol (20,5 + 0,9 g
AGEQg/ 100 pg extracto) o agua (33, + 0,9 ug AGEg/ 100 pg extracto), atribuyendo que las
mezclas hidroalcohdlicas funcionan mejor porque la fase organica mejora la solubilidad y la
acuosa incrementa la desorcion del analito. EI menor contenido en polifenoles obtenidos en el
presente estudio puede deberse a las condiciones de cosecha y la fecha de recoleccion de la

materia prima.

En el siguiente gréafico de Pareto (figura 13A), se muestra el resultado del analisis estadistico del
efecto de las distintas variables sobre el contenido en polifenoles totales (TPC), observandose que
la materia prima de partida (A) es la variable que tiene una influencia mas significativa El
disolvente empleado (B) y la interaccidn de la materia prima y el disolvente (AB) no tienen una
influencia significativa. Estos resultados se respaldan en la tabla ANOVA (tabla 5), en la que un
P-valor menor que 0,05 muestra que la variable es significativa, la grafica (figura 13B) que afirma
gue el mayor TPC se obtuvo con el mango (raw material -1), seguido del hollejo (raw material 1)

y el olivo (raw material 0).
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Figura 13: Andlisis estadistico del TPC. A) Diagrama de Pareto estandarizado para el TPC. B) Grafica del analisis
estadistico del TPC

Tabla 5: Tabla ANOVA del TPC

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:raw material 1261,6 1 1261,6 392,78 0,0000
B:solvent 15,9091 1 15,9091 4,95 0,0677
AA 481,896 1 481,896 150,03 0,0000
AB 14,2872 1 14,2872 4,45 0,0795
bloques 0,141484 1 0,141484 0,04 0,8407
Error total 19,272 6 3,212

Total (corr.) 1793,11 11
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7.2.3.2. Contenido en antocianos (TAC)
La determinacién del TAC solo se realizd para los extractos obtenidos a partir de hollejo de uva
tinta. Las hojas de mango y olivo no son fuente de este tipo de compuestos. En la siguiente tabla

(tabla 6) se observa que en el extracto acuoso el TAC es mayor que en el etandlico.

Tabla 6: Contenido en antocianos totales (TAC)

Materia prima Disolvente empleado  |Contenido en antocianos totales (TAC) (mg AM eq/100 g Ext) + desv. Est
Agua 17122+ 0.44
Etanol 0.593 +£0.39

Hollejo de uva tinta

En la tabla 6 se observa claramente que un mayor TAC fueron recuperados empleando agua como
disolvente. Los resultados obtenidos en cuanto al TAC, 17,122 y 0,593 mg AME/ 100 g extracto
en el extracto acuoso y etanolico respectivamente, fueron menores a los obtenidos en un estudio
(Otero-Pareja et al., 2015) en el que se emplea la técnica PLE con etanol en unas condiciones de
120 bar y 100 °C. EI TAC obtenido en dicho estudio para la extraccion del hollejo de la variedad
Petit Verdot, la misma que se emplea en este TFG, fue de 113,8 mg cloruro de Malvina /g de
extracto seco, aparentemente mayor a los resultados obtenidos en este TGF. La diferencia puede
deberse principalmente a que el método empleado para determinar el TAC fue diferente, a que la
temperatura empleada en el estudio fue mayor, aumentando la solubilidad de los antocianos y

también pueden deberse al afio y temporada de recoleccion de la materia.

7.2.4. Caracterizacion funcional de los extractos

7.2.4.1. Capacidad antioxidante

En la grafica (figura 14 A) se muestran los resultados de capacidad antioxidante en térmicos de
concentracion eficiente (ECso) e indice de actividad antioxidante (AAI) (figura 14 B). La mayor
actividad antioxidante se atribuy6 al extracto de hojas de mango, seguido del hollejo y las hojas
de olivo. El empleo de etanol hizo que la actividad antioxidante aumentara enormemente
para las tres materias primas, sobresaliendo el caso del extracto de hojas de mango, en el
que se pasd de un AAI de 4,401 en el extracto acuoso un AAI de 10,641 en el extracto
etanolico. Esta asociacion del etanol con una mayor actividad antioxidante, puede estar
relacionado con el mayor contenido polifenélico de los extractos etandlicos, dada la mayor

selectividad del etanol en la extraccion de estos compuestos (Chadha & Pal, 2018).
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Figura 14: Poder antioxidante segln la materia prima y el disolvente empleados. A) Diagrama de bloques del EC50.
B) Diagrama de bloques del AAI

En los extractos de hojas de mango se obtuvo un ECsy de 2,180 ppm y un AAI de 10,641 pg
DPPH/ug en el extracto etan6lico y un ECso de 5,225 ppm y un AAl de 4,401 ug DPPH/ug en el
extracto acuoso. Nuestros resultados fueron superiores a los obtenidos en un estudio previo
(Fernandez-Ponce et al., 2015) en el que se encontrd que todos los extractos hidroalcohdlicos de
hojas de mango obtenidos por PLE tuvieron un AAI en el intervalo de 3,55-5,64 ug DPPH/ug

extracto seco.

En cuanto a los extractos de hojas de olivo, se obtuvieron en los extractos acuosos y etanélicos
unos ECso de 28,165y 22,275 ppm, y unos AAI de 0,424 y 1,048 ug DPPH/pug, respectivamente.
Estos valores fueron similares a los obtenidos en un estudio previo (Cejudo Bastante et al., 2017),
en el que se obtuvo un AAI de 1,06 ug DPPH/ug y un ECso de 22,3 ppm. Cabe destacar que, en
el caso del extracto de las hojas de olivo, el mayor contenido en polifenoles no coincidi6 con la
mayor capacidad antioxidante. Esto puede deberse a que, aunque el contenido polifendlico sea
menor en el extracto etandlico, los compuestos extraidos pudieron poseer una mayor actividad
antioxidante, como es el caso de la oleuropeina o los productos de su degradacion, tirosol e

hidroxitirosol, que son antioxidantes mas potentes alin que la oleuropeina (Goldsmith et al., 2018).

Por otro lado, el extracto etandlico de hollejo de uva tinta tuvo un ECs de 7,366 £ 0,710 ppm y
un AAl de 3,152 + 0,304 ng DPPH/ug; en cambio, la actividad antioxidante del extracto acuosos
fue menor, obteniéndose un ECsode 37,938 + 4,221 ug DPPH/pg. En la bibliografia (Otero-Pareja
et al., 2015), se encuentran valores de ECso entre 7,5-9,2 ppm al emplear PLE con mezclas
hidroalcohdlicas, valores similares a los que obtuvimos en el extracto etanélico pero superiores a
los obtenidos mediante el extracto acuoso. En este TFG, el mayor AAI para los extractos de

hollejo de uva tinta no coincidié con el mayor TAC, pero si con el mayor TPC.
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El siguiente grafico de Pareto (figura 15 A) muestra como todos los factores estudiados son
significativos con respecto al ECso. La materia prima (A) es la variable més significativa, sequida
del disolvente empleado (B) y la interaccion entre la materia prima y el disolvente (AB) Estos
resultados se respaldan en la tabla ANOVA (tabla 7), en la que un P-valor menor que 0,05 muestra
que la variable es significativa, la grafica (figura 15 B) que afirma que el menor ECso, y por tanto
mayor actividad antioxidante, se obtuvo con el mango (raw material -1), seguido del hollejo (raw

material 1) y el olivo (raw material 0).
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Figura 15: Andlisis estadistico del EC50. A) Diagrama de Pareto estabilizado del EC50. B) Gréfica del anélisis
estadistico del EC50.

Tabla 7: Tabla ANOVA del ECso

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:raw material 717,037 1 717,037 37,59 0,0009
B:solvent 521,104 1 521,104 27,32 0,0020
AA 386,328 1 386,328 20,26 0,0041
AB 378,055 1 378,055 19,82 0,0043
bloques 1,5389 1 1,5389 0,08 0,7859
Error total 114,438 6 19,073

Total (corr.) 2118,5 11

La influencia que tienen los factores analizados sobre el AAI se muestra en el siguiente grafico
de Pareto (figura 16 A), observandose que la materia prima (A) es la variable mas significativa,
seguida del disolvente empleado (B). La influencia de la interaccién entre la materia primay el
disolvente (AB) no es significativa. Estos resultados se respaldan en la tabla ANOVA (tabla 8),
en la que un P-valor menor que 0,05 muestra que la variable es significativa, la grafica (figura 16
B) que afirma que el mayor AAI se obtuvo con el mango (raw material -1), seguido del hollejo

(raw material 1) y el olivo (raw material 0).
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Figura 16: Analisis estadistico del AAI. A) Diagrama de Pareto estandarizado para el AAI. B) Gréfica del analisis
estadistico del AAL:

Tabla 8: Tabla ANOVA del AAI

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:raw material 63,5881 1 63,5881 35,44 0,0010
B:solvent 29,4759 1 29,4759 16,43 0,0067
AA 41,9314 1 41,9314 23,37 0,0029
AB 6,85193 1 6,85193 3,82 0,0985
bloques 0,000886861 1 0,000886861 0,00 0,9830
Error total 10,7654 6 1,79424

Total (corr.) 152,614 11

Segun los resultados obtenidos, las condiciones Optimas para conseguir el mayor poder
antioxidante se encuentran relacionadas con el empleo de etanol como disolvente en la extraccion
PLE. Por otro lado, de entre todas las materias primas evaluadas, las hojas de mango han resultado
proporcionar el mayor poder antioxidante. La actividad antioxidante de los extractos analizados
constituyen una fuente de compuestos cabeza de serie para el desarrollo de novedosas terapias en
la lucha contra una gran variedad de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Fraga et
al., 2019). Sin embargo, en la aplicacion de los extractos a cultivos celulares 0 modelos animales,
un factor importante a tener en cuenta, es la toxicidad que el etanol puede producir (Vera et al.,
2018). Por lo que, si en un futuro se llevan a cabo ensayos celulares con vistas a la aplicacién
biomédica, deberd realizarse un balance entre los beneficios atribuidos al uso del etanol, que
proporciona mayor actividad antioxidante y la toxicidad de este. Asi pues, el agua podria proveer

un método mas adecuado, aunque su actividad antioxidante sea menor.
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7.2.5. Aplicaciones biomédicas

Los extractos acuosos y etanélicos de hojas de mango, hojas de olivo y hollejo de uva tinta
estudiados en este TFG, tienen una amplia aplicacion en el campo de la biomedicina, tanto en el
area de las enfermedades cardiovasculares como en el cancer, enfermedades neurodegenerativas,
autoinmunes e inflamatorias, a las que se hace referencia anteriormente en la introduccion por su
gran importancia. La revision bibliogréfica se centrard en el potencial biomédico en las
enfermedades cardiovasculares, dado el gran impacto de las mismas y la necesidad de la sociedad
actual por encontrar nuevas terapias, asi como el gran contenido bibliogréfico existente a este

respecto.

7.2.5.1. Enfermedades cardiacas y aterosclerosis

Los polifenoles han sido relacionados con varios efectos beneficiosos contra las enfermedades
cardiovasculares, ejerciendo influencia principalmente en la presién sanguinea, en la funcién
endotelial, en el metabolismo lipidico, en los marcadores de estrés oxidativo, en la funcién

plaquetaria y en los niveles de colesterol (Fraga et al., 2019).
a) Extractos de hojas de mango

Son numerosos los articulos que relacionan los extractos del mango con efectos anti-
ateroscleroticos. Cabe destacar el papel de la mangiferina, con capacidad de reduccion del
colesterol, triglicéridos, y &cidos grasos libres en el plasma. Ademas, la mangiferina es capaz de
disminuir el estrés oxidativo y el estrés en el reticulo endoplasmico, restaurando la actividad
mitocondrial (Imran et al., 2017). Un ejemplo de la capacidad cardioprotectora de la mangiferina,
se encuentra en un estudio en el que la administracién de mangiferina proporcion6 proteccién a
ratas frente al farmaco antineoplasico doxorrubicina, que exhibe toxicidad cardiaca, reduciéndose

las &reas necrdticas en el tejido cardiaco (Imran et al., 2017).

Por otro lado, la mangiferina se ha probado también en la enfermedad de Tangier, que se
caracteriza por la ausencia de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), que se encargan de realizar
el transporte de colesterol reverso (RCT), es decir, de devolver el colesterol al higado para que
sea secretado, de esta forma, es un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Ren et al., 2019). Las inyecciones de mangiferina en un modelo murino de esta
enfermedad disminuyeron la formacion de placas ateroscleréticas y redujeron los niveles

plasmaticos de LDL, triglicéridos, y el colesterol total (Ren et al., 2019).

En estudios in vitro, la mangiferina mostré un efecto protector en células endoteliales de corddn
umbilical humano, HUVEC, bajo estrés inducido por H.O-, afirmando su potencial de accion
frente al estrés oxidativo (Luo et al., 2012). Ademas, existen estudios sobre la capacidad del
extracto de mango de modular la migracion de las células endoteliales, un paso esencial en la

formacion de nuevos vasos sanguineos o angiogénesis (Daud et al., 2010). En este mismo estudio,
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al analizar los compuestos bioactivos del extracto de manera aislada, se encontrd que la quercetina
inducia una disminucion de la proliferacién y migracion celular al 50%, afirmando sus
propiedades anti-angiogénicas (Daud et al., 2010). La mangiferina, al contrario, mostré un fuerte
efecto pro-angiogénico, aumentando la proliferacion y migracion celular en un 600% (Daud et
al., 2010).

En cuanto a la quercetina, previamente mencionada, se trata de un flavonoide presente en muchas
frutas, como el mango, del cual se conoce que ejerce un efecto protector contra el estrés celular,
especialmente contra el estrés mitocondrial (Criel, 2019). En un estudio en el que se cre6 en una
linea celular intestinal estrés oxidativo causado por oligomicina, Carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) y valonomicina, se encontr6 que la quercetina acumulada
en las células mejoré el estado redox y la funcién mitocondrial, contrarrestando la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), el agotamiento del ATP, los cambios en el potencial de la
membrana mitocondrial y restaurando la respiracion celular (Criel, 2019).

b) Extractos de hojas de olivo.

El consumo de aceite de oliva se encuentra relacionado con una reduccion de los biomarcadores
de inflamacion y moleculares implicados en la arteriosclerosis, atribuyéndose su papel
cardioprotector a su contenido polifenélico (Wongwarawipat et al., 2017). Por ello, existen gran
multitud de estudios sobre el desarrollo de terapias contra las enfermedades cardiovasculares

basadas en los extractos de diferentes partes de la vid y los polifenoles que contiene.

En un estudio en el que se trato la linea celular miocardiaca H9c2 con cloruro de cobalto (CoCly)
para producir hipoxia y con isoproterenol para inducir el infarto de miocardio en ratas Sprague
Dawley, se probd el papel cardioprotector del extracto de hojas de olivo y su principal
componente el hidroxitirosol (Wu et al., 2018). El estrés del reticulo endoplasmaético (ER) en los
cardiomiocitos puede promover la apoptosis (Wu et al., 2018). La via de la proteina homdloga
C/EBP (via CHOP) es la principal via involucrada en el estrés del ER, y la proteina de choque
térmico GRP78 es una de las proteinas mas importante de dicha via (Wu et al., 2018). Las
proteinas CHOP y GRP78 son usadas como biomarcadores del estrés del ER y son expresadas en
condiciones de hipoxia e isquemia (Wu et al., 2018). Los resultados del estudio in vitro mostraron
que a una dosis de 40 mmol/L de hidroxitirosol revertia considerablemente la apoptosis inducida
por CoCl,, ademas de disminuir drasticamente la expresion de CHOP y GRP78 segln niveles de
ARN mensajero (ARNm) (Wu et al., 2018). En los estudios in vivo se encontrd que la funcion
cardiaca mejord considerablemente al administrar extracto de hojas de olivo a las ratas,
observandose de nuevo una disminucion de la expresion de CHOP y GRP78. De este modo se
confirmd que tanto el extracto de hojas de olivo como el hidroxitirosol exhiben una accion

cardioprotectora al inhibir el estrés del ER (Wu et al., 2018).
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Otros estudios se han centrado en comprobar el efecto que ejercen extractos ricos en oleuropeina
e hidroxitirosol en ratas obesas, con riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (Fki et
al., 2020). La administracion oral durante 60 dias a una dosis de 16 mg/kg de un extracto de hojas
de olivo rico en hidroxitirosol (87.36% de todo el contenido polifendlico), a ratas con una dieta
rica en grasas, resulté en una reduccién del indice de masa corporal de un 16.66%, una
disminucién del contenido lipidico en plasma y en el higado, una disminucion de los niveles de
glucosa e insulina, una reduccion de los biomarcadores de estrés oxidativo en el higado (TBARS,
CAT, y SOD) (Fki et al., 2020). Otro dato de gran interés, es que la administracion de los
compuestos oleuropeina, apigenina 7-glucésido (Api7G) y luteolina 7-glucésido (Lut7G)
provenientes de los extractos de hojas de olivo en células madre hematopoyéticas humanas
(hHSC), subpoblacion CD34*, induce la diferenciacién hacia el linaje eritrocitario (Samet et al.,
2015).

c) Extractos de hollejo de uva tinta

Las antocianinas existentes en los extractos de hollejo de uva tinta proporcionan proteccion
frente a enfermedades cardiovasculares a través de la inhibicion del proceso inflamatorio y de la
disfuncion endotelial, y de la disminucion de la produccion del 6xido nitrico (NO)(Reis et al.,
2016). En un articulo en el que se analizo el efecto de diferentes extractos de hollejo de uva tinta
en ratas hipertensivas, estas fueron alimentadas con dosis de 21 mg/Kg/dia durante 6 semanas,
observandose que finalmente, la presion sanguinea sistélica disminuyd y se estabilizé (Rasines-
Perea et al., 2018).

Por otro lado, diversos estudios evidencian que las antocianinas inhiben la migracion celular y la
angiogénesis, beneficiando a enfermedades relacionadas con el crecimiento anormal de los vasos

sanguineos, como el cancer y la retinopatia diabética (Tsakiroglou et al., 2019).

Uno de los compuestos polifendlicos de interés que se encuentran en los extractos de hollejo es
el resveratrol (Figueira & Gonzélez, 2018). Este ha resultado prevenir la ateroesclerosis
mediante la inhibicion de la oxidacion de la LDL, la supresion de la agregacion plaquetaria, la
disminucién del dafio de las células endoteliales y de las lesiones ateroscleréticas, la represion de
la produccion de especies reactivas y la disminucion de los niveles de colesterol (Figueira &
Gonzélez, 2018). En un estudio en el que se estudio el efecto del resveratrol sobre el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), cuyos niveles se encuentran aumentados en la
aterosclerosis y en los infartos de miocardio, se evidencié el efecto antiinflamatorio y
antiaterogénico del resveratrol, dada la disminucion de los niveles de VEGF y de las lesiones
ateroscleroticas en conejos con dietas enriquecidas en colesterol y suplementados con esta

fitoalexina (Figueira & Gonzélez, 2018).
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8. CONCLUSIONES

Los extractos de hojas de mango, hojas de olivo y hollejo de uva tinta obtenidos por la técnica de
extraccion PLE aplicando como disolvente agua o etanol variaron en cuanto al rendimiento en el
que se obtuvieron, contenido total en polifenoles y en antocianos (para los extractos de hollejo)
asi como en su capacidad antioxidante que se encuentra relacionada con el potencial biomédico

de los mismos.

El mayor rendimiento se obtuvo al emplear hojas de olivo como materia prima, seguida de las
hojas de mango y el hollejo de uva tinta. La capacidad antioxidante de los extractos de hojas de
mango fue, con diferencia, la mas potente, seguida de la capacidad antioxidante de los extractos

del hollejo de uva tinta y hojas de olivo.

El andlisis estadistico mostré que el disolvente empleado tuvo una influencia significativa en la
actividad antioxidante, obteniéndose mejores resultados al emplear etanol, pero no en el
rendimiento ni en el contenido total en polifenoles. El contenido en antocianos de los extractos

de uva tinta fueron mayores al emplear agua como disolvente.

El potencial biomédico de estos extractos es muy amplio, destaca su aplicacion en el tratamiento
de las enfermedades cardiovasculares, lo cual es posible gracias tanto a la capacidad antioxidante
de los distintos componentes de los extractos como a otras propiedades, como la capacidad de
regular el colesterol, propiedades antiinflamatorias o la disminucion del estrés mitocondrial y

endoplasmatico.
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9. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En este estudio se ha realizado, primeramente, una parte experimental en la que se ha evaluado el
empleo de diferentes disolventes, agua y etanol en la obtencién de extractos de hojas de mango,
hojas de olivo y hollejo de uva tinta, asi como la influencia del disolvente en las propiedades
quimicas y bioldgicas. Sin embargo, la experimentacion podria continuar, en este sentido,
analizando los resultados obtenidos con mezclas hidroalcohdlicas en diferentes proporciones, asi
como distintas partes de las plantas o incluso la extraccion por otras técnicas como la extraccion

con fluidos supercriticos con empleo de co-disolvente, en distintas proporciones.

Debido al estado de alarma implantado por la pandemia actual, el estudio experimental sobre el
efecto de los distintos extractos en la angiogénesis y proliferacion celular de las células
formadoras de colonias endoteliales de crecimiento tardio (ECFCs) con gran importancia en la
reparacion vascular y capacidad angiogénica, ha sido sustituido por una revision bibliografica
sobre el potencial biomédico de los extractos, centrado en las enfermedades cardiovasculares. El
estudio se podria ampliar realizando una revision bibliografica mas exhaustiva sobre el potencial
terapéutico de estos extractos en cancer, enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes e
inflamacidn, por un lado, pero principalmente, la continuidad de este estudio podria basarse
primordialmente en continuar con los experimentos que se tenian previstos inicialmente sobre el
potencial terapéutico en la arteriosclerosis. En este sentido aln queda mucho que hacer,
comenzando por los ensayos in vitro con lineas celulares e in vivo con modelos animales murinos
gue podrian hacer surgir novedosas terapias que tengan que pasar por todo un ensayo preclinico

y clinico antes de implantarse en el sistema sanitario.
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