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RESUMEN

Los nutrientes son las sustancias quimicas contenidas en los alimentos que
consumimos y que proveen la energia necesaria para realizar todo tipo de funcidn vital
y tener una vida sana. Los alimentos no solo son fuentes de energia y de las moléculas
estructurales que forman los organismos, sino que ademas pueden proporcionar otras
moléculas que poseen efectos beneficiosos para la salud sin necesariamente contribuir
al pool energético. Estos alimentos, cuyo estudio es de gran actualidad, son conocidos
como alimentos funcionales. Esta categoria incluye alimentos y bebidas con alto
contenido de ciertos compuestos fendlicos, una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas, con una importante actividad antioxidante,
gue han demostrado la capacidad de contribuir a la prevencién de algunas

enfermedades crénicas.

Muchas enfermedades crénicas se asocian con el envejecimiento. Entre ellas se
encuentra la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), que ha superado a las
cataratas como la principal causa de pérdida de visidn en paises desarrollados. La DMAE
es una enfermedad multifactorial. Aunque su etiopatogenia no esta totalmente
aclarada, se asocia con fallas en el control del estrés oxidativo que es fisiolégicamente
muy elevado en la retina externa y su epitelio pigmentario. La pérdida del control
antioxidante, atribuible a diversas condiciones genéticas y ambientales, se asocia con
lesiones celulares bien definidas: alteraciones del trafico intracelular, muerte celular y
senescencia. Estas constituyen un importante mecanismo patogénico en ambas formas
de la DMAE, la neovascular y la atrofica. Por otra parte, se ha demostrado que el

consumo de antioxidantes reduce el desarrollo de la DMAE avanzada.



La yerba mate (ilex paraguariensis, YM) es una planta nativa de Sudamérica cultivada y
consumida en diversos paises de la region en forma de infusiones. Numerosos reportes
indican un efecto beneficioso del consumo de la YM en diversas enfermedades
asociadas a un aumento del estrés oxidativo como hiperlipidemia, aterogénesis, cancer,
condiciones inflamatorias, obesidad y diabetes. Estos efectos benéficos son atribuidos
precisamente a su alto contenido de polifenoles, entre los que se encuentran los acidos
cafeico y clorogénico (CAF y CHL respectivamente). Dado que el consumo de YM puede
proporcionar cantidades significativas de estos antioxidantes, la principal finalidad de
esta tesis es investigar los efectos de la YM, y los acidos CAF y CHL aislados en dos

modelos de DMAE, uno in vitro y otro in vivo.

En los experimentos in vitro, los cultivos de la linea celular ARPE-19 fueron tratados con
YM, CAF y CHL antes de ser expuestos a dafio oxidativo por perdxido de hidrégeno. En
todos los casos se observé un efecto protector, asociado a la disminucién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) intracelulares y del dafio al ADN, junto con un significativo
incremento en la expresiéon de moléculas pertenecientes a diversas vias de proteccion
celular y de defensa antioxidante. En los experimentos in vivo, se administré un extracto
soluble de YM a ratones de la cepa C57BI/6 antes de generar dafio oxidativo utilizando
iodato de sodio (NalOs, Sl). En el EPR, YM indujo un incremento en la expresién de genes
vitales para el funcionamiento celular y para la defensa antioxidante. Es decir, que la YM
y sus polifenoles generaron una mayor eficiencia del tejido para el manejo del dano
oxidativo, previniendo las alteraciones morfoldgicas y funcionales del EPR, tanto in vitro

como in vivo.



Nuestros datos experimentales sugieren que el consumo de YM, de alta aceptacion en
la poblacion de nuestro pais, al igual que productos nutracéuticos derivados de la
misma, podrian reducir el avance de la DMAE. Sin embargo, se requieren mayores

investigaciones, especialmente estudios epidemioldgicos, para verificar esta hipdtesis.



ABSTRACT

Nutrients are chemical substances present in food which provide the energy to perform
all kinds of vital functions and allow us to have a healthy life. Food is not only a source
of energy and structural molecules that make up organisms, but It can also provide other
molecules that have beneficial effects on health without necessarily contributing to the
energy pool. Food that provides these beneficial effects, are known as functional foods.
This category includes food and beverages with a high content of certain phenolic
compounds, one of the main classes of secondary metabolites of plants, with an
important antioxidant activity, which have been shown to contribute to the prevention

of some chronic diseases.

Many chronic diseases are associated with aging. Among them is age-related macular
degeneration (AMD), which has overtaken cataracts as the leading cause of vision loss
in developed countries. AMD is a multifactorial disease. Although the etiopathogenesis
is not fully clarified, it is associated with failures in the control of oxidative stress, which
is physiologically very high in the external retina and its pigment epithelium. Loss of
antioxidant control, due to various genetic and environmental conditions, is associated
with well-defined cell lesions: alterations in intracellular traffic, cell death and
senescence, which constitute an important pathogenetic mechanism in both forms of
AMD, neovascular and atrophic. Furthermore, the consumption of antioxidants has

been shown to reduce the development of advanced AMD.

Yerba mate (ilex paraguariensis, YM) is a native plant of South America cultivated and
consumed in various countries of the region in the form of infusions. Numerous reports

indicate a beneficial effect of YM in various diseases associated with increased oxidative



stress such as hyperlipidemia, atherogenesis, cancer, inflammatory conditions, obesity
and diabetes. These beneficial effects are attributed precisely to its high content of
polyphenols, among which are caffeic and chlorogenic acids (CAF and CHL respectively).
Since the ingestion of YM can provide significant amounts of these antioxidants, the
main purpose of this thesis is to investigate the effects of YM, and the isolated acids CAF

and CHL in two models of AMD, one in vitro and the other one in vivo.

Cultures of the ARPE-19 cell line were treated with YM, CAF and CHL before being
exposed to oxidative damage by hydrogen peroxide. In all cases, a protective effect was
observed, associated with the decrease in intracellular reactive oxygen species (ROS)
and DNA damage, together with a significant increase in the expression of molecules

related to various protective and antioxidant pathways.

Moreover, a soluble extract of YM was administered to mice of the C57Bl / 6 strain
before generating oxidative damage using sodium iodate (NalO3, SI). In retinal pigment
epithelium (RPE), YM induced an increase in the expression of genes that are vital for
cell function and antioxidant defenses, preventing morphological and functional

alterations of RPE.

Our experimental data suggest that the ingestion of YM, highly accepted in the
population of our country, as well as nutraceutical products derived from it, could
reduce the progression of AMD. However, further research, especially epidemiological

studies, is required to verify this hypothesis.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxiribonucleico

ADNCc ADN copia

AMP Adenosina mono fosfato

AMPK del inglés AMP-activated protein kinase

ARN Acido ribonucléico

ARNmM ARN mensajero

ARVO del inglés Association for Research in Vision and Ophthalmology
BCL2 del inglés B cell ymphoma 2

BDNF del inglés brain derived neurotrophic factor

CAF Acido cafeico

CBP del inglés CREB binding protein

CCL-2 del inglés CC chemokine ligand 2

cg Células ganglionares

CHL Acido clorogénico

CICUAL Comisidn Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
cne Capa nuclear externa

cni Capa nuclear interna

CNTF del inglés ciliary neurotrophic factor

C02 Dioxido de carbono

cpe Capa plexiforme externa

cpi Capa plexiforme interna

CREB del inglés cyclic AMP response element binding protein
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DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol
DCFHDA 2',7'-diclorodihidrofluoresceina di-acetato
DMAE degeneracion macular asociada con la edad

DMEM/F12 del inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGCG epigalocatequin—galato

EPR Epitelio pigmentario de la retina

ERK del inglés extracellular signal-regulated kinase
EROs Especies reactivas de oxigeno

FGF del inglés fibroblast growth factor

FITC del inglés Fluorescein isothiocyanate

fno Fibras del nervio éptico

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GCL glutamato-cistein-ligasa

GDNF del inglés glial derived neurotrophic factor

H,0; Perdxido de hidrégeno

HCL Acido clorhidrico

HO-1 Hemo-oxigenasa 1

IGF del inglés insulin growth factor

IL-1 Interleuquina 1

IL-6 Interleuquina 6

IL-8 Interleuquina 8

IRBP Proteina de unioén al retinol del espacio interfotorreceptor
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Keapl del inglés Kelch-like ECH-associated protein 1

MAPK del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase
mle Membrana limitante externa
mli Membrana limitante interna

MMP-9 del inglés Matrix metallopeptidase 9

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
NaCl Cloruro de sodio

NAD+ nicotinamida adenina dinucleétido

NalOs3 lodato de sodio

NFkB del inglés nuclear factor kB

NGF del inglés nerve growth factor

NQO1 NADPH quinina oxidorreductasa 1

NRF2 de inglés Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
NT3 Neurotrofina 3

oCcT del inglés Optimal Cutting Temperature

PBS del inglés Phosphate-Buffered Saline

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa

PEDF del inglés pigment epithelium-derived factor
PI3K del inglés phosphatidylinositol 3-kinase
gPCR PCR cuantitativa

r.p.m. Revoluciones por minuto

RDH12 Retinol deshidrogenasa 12

RDH5 Retinol deshidrogenasa 5
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RDHS8
RPE65
SASP
sDS
se

SFB
SIRT1
SOD2
TBS
TGFb2
VEGF
YM
B-GAL

B-GAL+

Retinol deshidrogenasa 8

del inglés retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein
senescence-associated secretory phenotype
dodecil sulfato de sodio

Segmentos externos

Suero fetal bovino

Sirtuina 1

Superéxido dismutasa 2

del inglés Tris-Buffered Saline

del inglés Transforming Growth Factor Beta 2
del inglés vascular endotelial growth factor
Yerba mate

B-galactosidasa

B-galactosidasa positivo
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1 INTRODUCCION

1.1 El globo ocular
1.1.1 Anatomia

El globo ocular contiene el aparato dptico del sistema visual.! Esta formado por tres
capas, una capa fibrosa externa, una capa vascular media y una capa neuroepitelial

interna.’?

Conjuntiva /_ Musculo ocular / Escleratica / tanica fibrosa

_Retina
/,

_~ Uvea ! tinica vascula
Ligamentos "
~  suspensores

Ny {9 Cristalino

o Coroides
e

T Fovea
\
~ \
\

\

\ Nervio dptico
Cuerpo ciliar Esclerbtica

Humor vitreo

/
7,

Retina / tinica nerviosa

Figura 1: Estructura anatémica del globo ocular®

La capa fibrosa esta compuesta por la esclera y la cdrnea. La esclera o esclerdtica es la
porcidn opaca que ocupa los cinco sextos posteriores del ojo y es la estructura fibrosa
gue contribuye a la forma y la resistencia del globo ocular. La cérnea es la porcién
transparente y cubre sdlo el sexto anterior del ojo. Ambas partes se diferencian
principalmente por la disposicidén de las fibras de colageno que las componen. La capa
vascular, también llamada Uvea, esta formada por la coroides, el cuerpo ciliary el iris. La
coroides forma la porcién mas grande de la capa vascular y tapiza la mayor parte de la
esclera. Los vasos sanguineos de mayor calibre se encuentran en la parte externa,
cercanos a la esclera, mientras que los vasos mas finos, organizados en un lecho capilar
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muy extenso, son adyacentes a la retina. En relacidon con la masa de tejido irrigado, el
flujo sanguineo ocular es uno de los mds altos de todo el organismo, poniendo en

evidencia la alta demanda metabdlica de este drgano.

El cuerpo ciliar es una estructura muscular y vascular que conecta la coroides con la
circunferencia del iris. Los pliegues de su cara interna, los procesos ciliares, secretan el

humor acuoso que rellena las cdmaras anterior y posterior del ojo.

El iris es un diafragma contractil sobre la cara anterior del cristalino cuya abertura
central, la pupila, regula el paso de la luz. El didmetro de la pupila es controlado por dos
musculos involuntarios: el esfinter de la pupila con inervacidon parasimpatica y el

dilatador de la pupila estimulado por nervios simpaticos.*

En sus porciones anteriores, la capa neuroepitelial se integra al cuerpo ciliar y el iris.
Pero, en su mayor parte, esta capa forma la retina, que es sensible a la luz. La retina
posee dos capas principales. La externa forma el epitelio pigmentario de la retina (EPR),
mientras que la interna contiene los fotorreceptores y las primeras neuronas de la via
visual. La funduscopia permite observar, en el fondo del ojo, la cara anterior de la retina.
Alli se encuentra el disco dptico, la regién por donde salen las fibras del nervio éptico y
transcurren los vasos centrales de la retina. Como esta region no posee células sensibles
alaluz, recibe el nombre de punto ciego.! Por fuera del punto ciego, y en el centro dptico
del ojo, se ubica la macula, una especializacién caracteristica de la retina de los primates.
Apenas comprende el 4% del area total de la retina y es imprescindible para la vision
fina. En su centro existe una depresion, la févea, que ocupa un area total apenas mayor
a 1 mm?, especialmente encargada de la vision de precision, como por ejemplo para la

lectura. La févea esta compuesta principalmente por conos, células fotorreceptoras
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especializadas en la vision de los colores.? En esta regidn los vasos sanguineos, las células
ganglionares, la capa nuclear interna y las capas plexiformes, quedan desplazadas hacia
los lados en lugar de apoyarse directamente sobre los conos. Esto permite que la luz
llegue a las estructuras fotorreceptoras sin pasar previamente por otras capas celulares

de la retina

El cristalino es una estructura flexible, transparente y avascular que refracta la luz hacia
la retina. Esta unida por las fibras zonulares a la cara interna del cuerpo ciliar, cuya
relajacion/contraccion modifica la forma del cristalino, cambiando su indice de
refraccion y su distancia focal. Estos cambios permiten enfocar objetos cercanos u

objetos lejanos.

Epitelio anterior
| Membrana de Bawman

| Estroma Chimea
Membrana de Descamet

I
f[—” / Fpitaliupusl&riur

Chrnaa /

M. eslinter

_-Capa pigmentada | Iris
Camara anterior

Camara postarior

M. dilatadar

- Célules ganglionares

—Gélulzs bipolares

- calules fotarreceptoras

Figura 2: Detalle de la las tunicas que componen el globo ocular?
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1.1.2 Estructuras oculares involucradas en la formacién de la imagen y en la

transmisidn de la informacion visual hacia el cerebro

Los medios transparentes del ojo son la cérnea, el humor acuoso, el cristalino y el humor
vitreo. Su estructura posibilita el paso de la luz hasta llegar a las células foto-sensibles.*
La cérnea, el primer medio éptico que debe atravesar la luz en su recorrido, participa en
el enfoque de la luz. Junto con el cristalino, permite que los rayos luminosos enfocados

se concentren en el centro éptico del globo ocular.

La retina es la tunica mas interna del globo y se divide en dos subcapas: el epitelio
pigmentario de la retina (EPR) que se encuentra en contacto con la coroides, y la retina
neural que contiene los fotorreceptores y otras neuronas involucradas en el
procesamiento de la imagen visual: las células horizontales, bipolares, amacrinas vy
ganglionares. Estas Ultimas originan las fibras del nervio éptico. La retina neural también

incluye células gliales: células de Miiller, astrocitos y microglia.

Si se tiene en cuenta la organizacion de las diferentes células, tanto de la retina neural
como del EPR, y sus prolongaciones dentro de la retina, se la puede dividir capas bien
organizadas que, desde la coroides, son: la monocapa celular del EPR, La capa que
incluye los segmentos externos (se) de los fotorreceptores (ver mas adelante), la
membrana limitante externa (mle), que corresponde al extremo apical de las células de
Mdller, la capa nuclear externa (cne) donde se encuentran los nucleos de los
fotorreceptores, la capa plexiforme externa (cpe) que es la regidon donde se encuentran
las prolongaciones de los fotorreceptores y de las células bipolares, amdacrinas vy

horizontales y sus conexiones, la capa nuclear interna (cni) con los nucleos de las células
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de Miiller, bipolares, amdcrinas y horizontales, la capa plexiforme interna (cpi) similar a
la plexiforme externa pero compuesta por las conexiones entre las células de la capa
anterior y las células ganglionares, la capa ganglionar (cg) donde se encuentran los
somas de las células ganglionares y desde donde salen las fibras del nervio éptico (fno)
y por ultimo la membrana limitante interna (mli) compuesta por la ldmina basal de las

células de Muller.

W

6. 0%y 8

cpe

Célula Célula Célula Célula Célula de Baston Cono  células del
ganglionar amadcrina  bipolar  horizontal Muller EPR

Figura 3: Corte histoldgico de la retina y esquema de las células que forman los

distintos estratos (Pablo Tate)
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1.1.3 Conosy bastones

Existen dos tipos de células fotorreceptoras: los conos y los bastones. Ambos son células

altamente polarizadas formadas por distintos segmentos especializados para la

recepcion de seiales luminosas, su conduccidn a lo largo de la célula y su transmisién

mediante sinapsis sensoriales.

El segmento externo contiene discos membranosos, apilados como monedas. En
cada fotorreceptor llega a haber hasta 1000 discos. La membrana discal posee una
alta proporcién de proteinas, debido a la presencia de las moléculas fotosensibles,
la rodopsina en los bastones y las opsinas sensibles a distintas longitudes de onda
en los conos. Estas proteinas transmembranosas son receptores acoplados a
proteinas G cuyo ligando es el 11-cis retinal, un croméforo que deriva de la vitamina
A. Las membranas discales también incluyen otras proteinas involucradas en la via
de transduccion.

Un segmento interno unido al anterior por un cilio de conexién, que contiene
diversas organelas, entre las que se destacan numerosas mitocondrias y las cisternas
del reticulo endoplasmico involucradas en la sintesis de las opsinas.

El cuerpo del fotorreceptor contiene el nucleo. Por fuera se une al segmento interno
y por dentro se continla con el pediculo sinaptico. Este ultimo forma contactos
especializados con las células bipolares y horizontales, que componen la siguiente

etapa de la cadena visual.
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Figura 4: Esquema de las células fotorreceptoras.?

1.1.4 Fototransduccién y generacién de radicales libres

La fototransduccién se inicia cuando la luz isomeriza el croméforo 11-cis-retinal de la
rodopsina a su isémero todo-trans, induciendo un cambio conformacional del pigmento
visual. El croméforo abandona la proteina transmembranosa y se degrada en cuestion
de nanosegundos. La rodopsina activada estimula los cambios eléctricos en el
fotorreceptor que luego son transmitidos hacia el sistema nervioso central.* El todo-
trans-retinal se reconvierte en 1l-cis-retinal mediante una serie de reacciones
bioguimicas conocidas como ciclo visual en las que el EPR y las células de Muller cumplen

un rol fundamental (ver mas adelante).

La energia transferida de los pigmentos excitados por la luz puede generar radicales
libres dentro de las células fotorreceptoras. Estas especies reactivas reaccionan con

componentes celulares generando sustancias toxicas, dafio al ADN y alterando vias
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metabdlicas, lo que conlleva a la pérdida de funcidon o la muerte celular. La retina,
ademas, posee una alta concentracién de acidos grasos poliinsaturados presentes en los
discos membranosos de los fotorreceptores que son altamente susceptibles a la
oxidacién. La acumulacién de estas especies reactivas, en conjunto con los discos
membranosos oxidados generan un ambiente altamente oxidante, que de no ser
manejado correctamente por las células lleva a la destruccién del tejido. Para evitar
estos efectos nocivos en la retina, el epitelio pigmentario de la retina posee un rol

sumamente importante que se desarrollara en las secciones siguientes.

1.1.5 Epitelio pigmentario de la retina

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa celular con diversas
funciones vitales para la funcidn y supervivencia de la retina.>”’ La cara interna o apical
de este epitelio se encuentra en contacto con los segmentos externos de los
fotorreceptores. Su cara externa o basal se asocia a la coroides por intermedio dela
membrana de Bruch, una estructura compleja que incluye la lamina basal del EPR, dos
capas ricas en coldgeno separadas por una capa de fibras eldsticas, y la membrana basal
de los capilares coroideos.® Debido a su ubicacién, el EPR transporta nutrientes, iones y

metabolitos entre la retina neural y los capilares coroideos.
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Figura 5: Izquierda: microfotografia del EPR humano, con la coroides arriba y la retina
neural debajo. Derecha: esquema alineado a la microfotografia. CC, capilares
coroideos; MB, membrana de Bruch; ap, procesos apicales; se, segmentos externos; B,

bastones; C, conos. Modificado de Strauss 2005. "

1.1.6 Exposicion a la luz y estrés oxidativo

Debido a la exposicidn continua a luz y su alta tasa metabdlica, los fotorreceptores son
susceptibles al dafio por estrés oxidativo.’ Este dafio ocurre cuando la energia
transferida de los pigmentos de los fotorreceptores excitados por la luz genera especies
reactivas de oxigeno (EROs). Estos radicales reaccionan con componentes celulares
como ADN, proteinas y lipidos generando alteraciones en vias metabdlicas y la muerte
celular.’® Este efecto fototdxico es aumentado en la retina por la alta demanda de
oxigeno del tejido y la acumulacion de discos de membrana plasmatica presentes en los
fotorreceptores que contienen grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados
susceptibles a la oxidacion.! En este sentido el EPR cumple un rol critico, ya que esta
encargado del reciclaje de los segmentos externos de los conos y bastones. A medida

que los discos son generados en la base del segmento externo del fotorreceptor, la
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region apical que contiene discos envejecidos (con lipidos y proteinas oxidadas) es
fagocitada por las células del EPR, impidiendo su acumulacion. El balance entre la

sintesis y la fagocitosis mantiene la longitud del segmento externo constante. 2

Otras funciones del EPR incluyen la secrecién de factores de supervivencia entre los que
se incluyen neurotrofinas clasicas (NGF, BDNF y NT3) e IGF, GDNF, PEDF, CNTF, VEGF y
FGF. Esta secrecién esta polarizada, ya sea hacia los fotorreceptores en la superficie
apical (por ejemplo, PEDF) o hacia la coroides a través de la membrana basal de Bruch
(por ejemplo, VEGF).” Ademds contiene granulos de melanina que absorben los fotones

que llegan mds alla de los segmentos externos, reduciendo su dispersion.®

VEGF H,0 Vitamina A
G~ Glucosa

AL g8l
! le‘ U i‘l |

Secrecion
!

Fagocitosis Ciclo visual Glia Transp. epitelial Abs. de luz

Figura 6: Resumen de las principales funciones del EPR. Modificado de Strauss 2005. ’

1.1.7 EPRy ciclo visual

El EPR no sélo transporta retinoides desde el torrente sanguineo, sino que ademas es
esencial para la regeneracién del 11-cis retinal. Como se menciond anteriormente, el
cromoforo de la rodopsina se isomeriza a todo-trans-retinal por accion de la luz y es

reciclado a 11-cis-retinal durante el ciclo visual.****
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La forma candnica o cldsica del ciclo visual, comienza con la expulsidon del todo-trans-
retinal hacia afuera del fotorreceptor, mediada por el transportador ABCA4, donde se
une a la proteina de unidn al retinol (IRBP) acumuladaen el espacio interfotorreceptor.
Alli es reducido a todo-trans-retinol por las enzimas retinol deshidrogenasa 8 y 12 (RDH8
y RDH12). Luego difunde al EPR, donde es esterificado y almacenado en cuerpos lipidicos
llamados retinosomas. La proteina RPE65 (del inglés retinal pigment epithelium-specific
65 kDa protein) forma 11-cis-retinol, que a su vez es oxidado a 11-cis-retinal por la
enzima RDH5. Por ultimo, el 11-cis-retinal difunde hacia los fotorreceptores, donde se

une a una opsina para comenzar el ciclo nuevamente.®

El ciclo visual especifico de los conos permite a estos recuperar su sensibilidad a la luz
con mayor velocidad debido a la rdpida reposicidén del 11-cis-retinal. Las enzimas de este
ciclo se encuentran en la retina neural y producen 11-cis-retinol, una molécula que solo

puede ser utilizada por los conos ya que expresan una 11-cis-retinol deshidrogenasa.®

1.2 Degeneracion macular asociada a la edad

La degeneracién macular asociada con la edad (DMAE), incluida en las patologias
asociadas al envejecimiento, representa una de las principales causas de discapacidad
visual irreversible en individuos mayores de 65 afios. Se estima que afecta actualmente
a 196 millones de personas, cifra que aumentaria a 288 millones en 2040.Y” Se trata de
una enfermedad degenerativa de origen multifactorial, cuyos principales factores de
riesgo incluyen el envejecimiento, componentes genéticos (se conocen por lo menos 34
loci genéticos de susceptibilidad para la DMAE *®) y factores ambientales como el humo

de cigarrillo.”® El estrés oxidativo parece ser comin a muchos de estos factores
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etioldgicos. La generacion de especies reactivas en los tejidos esta asociada a trastornos
metabdlicos, hiperglucemia, envejecimiento e inflamacién crénica y genera una
respuesta protectora que puede agotarse cuando el estrés oxidativo se prolonga en el
tiempo. Al agotarse esta protecciéon enddgena, el dafio comienza a acumularse y a
alterar componentes celulares como el ADN vy las proteinas. El resultado final de este
proceso es la senescencia celular prematura o la muerte celular con la consecuente

destruccidn tisular. 2

1.2.1 Caracteristicas y patobiologia de la DMAE

La primera etapa de esta enfermedad, que afecta primariamente a la retina externa,
comienza con lesiones del EPR (pigmentacién irregular, acumulacién de lipofuscina) y
depdsitos extracelulares entre el EPR y la membrana de Bruch. Estos depdsitos
(llamados drusen) aumentan progresivamente en numero y en tamafio.? Los
denominados drusen blandos, grandes (>125 um) y de bordes difusos, no aparecen en

el envejecimiento normal y su presencia se asocia con un alto riesgo de DMAE.??
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Figura 7: Microfotografia de los depdsitos extracelulares (drusen) por debajo del EPR.

Modificado de Forest y colaboradores, 2015.%

Eventualmente, estos drusen de mayor tamafio son reemplazados por areas no
pigmentadas que reflejan la desaparicion del epitelio, hasta llegar a la atrofia geografica
caracteristica de la forma seca o no exudativa de la DMAE, donde el EPR y los
fotorreceptores del area macular desaparecen gradualmente con la consiguiente
pérdida de la capacidad visual. En la forma humeda o exudativa aparece
neovascularizacidon coroidea que acelera la progresién de la enfermedad. Los vasos
patoldgicos pueden ser eliminados con tratamientos antiangiogénicos que bloquean la
accion del factor de crecimiento vascular (anti-VEGF), pero hasta el momento no existe

un tratamiento eficiente para la DMAE no exudativa.?*2
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Figura 8: Esquema de las diferencias en la organizacion de la retina entre una mdcula
normal (izquierda) y la mdcula en el contexto de la DMAE (derecha). Modificado de Jha

y colaboradores, 2015.%

1.2.2 Degeneracién del EPR en la DMAE

La senescencia del EPR es actualmente postulada como el principal mecanismo
patogénico en la DMAE. Diversas evidencias indican que el envejecimiento del epitelio
determina la formacién de los drusen y la consiguiente evolucidn de la enfermedad.
Ademas, las células del EPR envejecido disminuyen su capacidad de degradar los discos
de los segmentos externos, acumulandose lipofuscina en los lisosomas y aumentando
los niveles de EROs intracelulares, que como se menciond previamente, estan
estrechamente ligados al desarrollo de la patologia y la inducciéon del estado

senescente.®

1.3 Senescencia celular

El envejecimiento constituye el factor de riesgo mas importante en el desarrollo de
numerosas patologias y esta generado por la acumulacién temporal de diversos dafios

celulares y la consecuente pérdida de funcidon de tejidos y érganos. Estas enfermedades
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(denominadas patologias asociadas a la edad) son causantes de largos periodos de

incapacidad, pérdida de funciones del organismo e incluso la muerte.?

Se han descripto una serie de mecanismos moleculares que explican la naturaleza del
envejecimiento y de los procesos involucrados en el desarrollo de enfermedades
asociadas a la edad. Entre estos se destaca la senescencia celular, cuya modulacién se
postula como un mecanismo de control y/o prevencion de las patologias ligadas al

envejecimiento.®

La senescencia celular prematura se define como un programa transcripcional que
establece el arresto irreversible del ciclo celular y que es acompafiado por un conjunto
de cambios fenotipicos.?! Las células senescentes son células metabdlicamente activas
que no proliferan, aun en presencia de nutrientes o factores mitogénicos.*? Se considera
que este fenotipo celular fue seleccionado evolutivamente como un mecanismo
supresor del desarrollo de tumores, dado que evitaria la proliferaciéon de células con
potencial oncogénico.?** A pesar de este efecto beneficioso, la acumulacién de células
senescentes contribuye a la pérdida de funcién de los tejidos y al consiguiente desarrollo

de patologias asociadas a la edad.*

1.3.1  Caracteristicas de la célula senescente

A pesar de que no se ha identificado ninglin marcador especifico de senescencia celular,
estas células presentan diversas caracteristicas que en su conjunto definen el fenotipo
senescente. Entre ellos se encuentran cambios morfoldgicos (suelen ser células
alargadas, aplanadas y de mayor tamafio con presencia de vacuolas originadas por
estrés del reticulo endoplasmatico),**3> el arresto irreversible del ciclo celular,® la

actividad de B-galactosidasa positiva asociada a senescencia®*® y la formacion de focos
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(foci) de dafio al ADN (contienen proteinas como histona H2AX fosforilada que se
expresan en forma constitutiva en las células senescentes y que serian esenciales para
la irreversibilidad del arresto).3”*® Ademas, las células con fenotipo senescente alteran
notoriamente la expresidén genética, aumentan la expresién de genes asociados a la
inhibicidn del ciclo celular como p16INK4a y p21CIP1, dos inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas *#°y disminuyen la expresion de genes que codifican proteinas

estimulantes de la progresion del ciclo celular, como c-FOS y ciclina A/B.3%#

Figura 9: Coloracion tipica debida a la actividad enzimdtica de B-galactosidasa.

Izquierda cultivo control. Derecha cultivo senescente donde se pueden observar el

aumento de actividad de 8-galactosidasa y el cambio de morfologia celular.*

Otros cambios del transcriptoma senescente incluyen un aumento en la expresién de
interleuquinas pro inflamatorias (como IL-1 e IL-6), quemoquinas (IL-8 y CCL-2),
proteasas (metaloproteinasas) y factores de crecimiento (IGF y VEGF) con efectos
autocrinos y paracrinos.**® Esta expresién genética caracteristica fue denominada

fenotipo secretorio asociado a senescencia (senescence-associated secretory
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phenotype, SASP) o secretoma senescente y tiene un papel central en las actividades

patoldgicas de estas células dentro de los tejidos.*

1.4 Modelos de DMAE

Los modelos de enfermedades degenerativas de la retina no sélo resultan utiles para
identificar los mecanismos moleculares implicados en el inicio y la progresién de dichas
enfermedades, sino que también sirven como plataforma para la evaluacién de nuevas
drogas y/o terapias. Tanto modelos in vitro como in vivo fueron utilizados con
exitosamente para obtener la evidencia experimental necesaria para la realizacién de
ensayos clinicos que sustentan los tratamientos actualmente utilizados para la DMAE de
tipo neovascular.®®** Como se menciond anteriormente, la oftalmologia todavia no
dispone de tratamientos eficientes para la DMAE no exudativa, cuya forma mas grave

es la atrofia geografica.

1.4.1 Modelos in vitro

Como se explicd anteriormente (seccion 1.2.2.2), la senescencia del EPR es actualmente
postulada como uno de los principales mecanismos patogénicos en la DMAE. Debido a
gue no existen protocolos de generacién de cultivos primarios de EPR en los que se
obtenga una gran cantidad de células, las lineas celulares inmortalizadas derivadas del
EPR son comunmente utilizadas en modelos in vitro de la enfermedad. Entre ellas se
destaca la linea ARPE-19, que mantiene muchas caracteristicas tipicas de las células del
EPR humano, a pesar de presentar uniones entre células mas débiles que las

encontradas en el EPR in vivo.>%!
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Para generar cultivos en condiciones de envejecimiento semejantes a las encontradas
en la DMAE, el uso de agentes oxidantes es una de las principales herramientas. Entre
los agentes oxidantes utilizados se incluyen el perdoxido de hidrégeno, el tert-
butilhidroperdxido, extractos de humo de cigarrillo y iodato de sodio. Estos inductores
de estrés oxidativo aumentan la expresién de p21, pl1l6, p38, los niveles de EROs
intracelulares, los foci de histona H2AX caracteristicos del dafio al ADN y la actividad B-
galactosidasa asociada a senescencia.®*® La exposicidn crénica a estos agentes induce
el fenotipo senescente, caracterizado por el arresto del ciclo celular, actividad -
galactosidasa, aumento del tamafio celular y la expresién de factores caracteristicos de
la senescencia celular como p21 vy la proteina precursora de B-amiloide.> Por su parte,
el péptido B-amiloide también puede inducir senescencia en el EPR, acompafiada de un
aumento en los factores IL-8 y MMP-9 que podrian afectar la adhesién y también Ila
permeabilidad de las células del EPR.>> Estos forman parte del denominado fenotipo
secretor de las células senescentes. Estudios previos de nuestro laboratorio
demostraron que las células ARPE-19 senescentes aumentas la produccién de IL-6, IL-8
y VEGF, factores que podrian aportar al estado de inflamacién crénica caracteristico del
tejido y a la neovascularizacién coroidal. Ademas, disminuyen la expresion del Factor H
del complemento, un factor inhibitorio que podria promover la activacion de esta via

contribuyendo a la destruccion tisular.>?

También se demostrd que el estrés oxidativo producido por nicotina, cloruro de cobalto
y peréxido de hidrégeno, altera el estado fisiolégico normal del EPR generando

reacciones inflamatorias, en un modelo in vitro de DMAE con generacion de drusen.>®
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1.4.2 Modelos in vivo

Desarrollar un modelo de DMAE que tenga las caracteristicas tanto de los estadios
tempranos como tardios de la enfermedad sigue siendo un desafio. Ademas, por
tratarse de una patologia multifactorial, que incluye tanto polimorfismos genéticos
como factores ambientales, la DMAE es un proceso patoldgico complejo, dificiimente
replicable en condiciones experimentales.’’*® A la complejidad del proceso molecular
detras del desarrollo de la enfermedad, se suman diferencias anatdmicas entre la retina
de las especies animales normalmente utilizadas en experimentacion y la humana. Por
ejemplo, los roedores de uso en laboratorio representan un modelo ventajoso por su
relativamente corta esperanza de vida, bajo costo, rapida progresion de enfermedades
y la posibilidad de obtener individuos modificados genéticamente con relativa facilidad.
Puede argumentarse que la retina de estos modelos animales carece de macula latea y
fovea, que sélo se encuentran en los primates superiores.*® Sin embargo, aunque con

menor importancia clinica, la DMAE también afecta a la retina no macular.

Se han generado diferentes cepas de ratones que buscan replicar el desarrollo de la
DMAE. Entre ellas se destaca la cepa SAMPS8, que presenta un envejecimiento acelerado.
En estos animales se puede observar una patologia ocular con caracteristicas similares
a la DMAE que incluye depdsitos de B-amiloide, aumento en la expresién de p16 en el
EPR y de los factores IL-6 e IL-8 asociados al fenotipo secretor de las células

senescentes.”?

La degradacién de SOD2 en células del EPR de ratones por la transfeccion de un
adenovirus que expresa una ribozima, genera animales con rasgos caracteristicos de la

DMAE entre los que se encuentran un incremento en la expresion de marcadores de
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estrés oxidativo, un adelgazamiento de la membrana de Bruch, degeneracion del EPR,

atrofia de los fotorreceptores y un incremento en la autofluorescencia del tejido.®

Inyecciones subretinales de péptido B-amiloide en ratones producen degeneracién
retinal acompafiada de un aumento en la expresion de pl6 y de IL-6 e IL-8.%! La
utilizacién de condiciones oxidantes como la exposicion a humo de cigarrillo, luz azul y
dietas altas en grasa, también generan el adelgazamiento de la membrana de Bruch y la

formacién de depdsitos basales similares a los drusen.527%°

La exposicidon a luz intensa constituye otro modelo de degeneracidn retinal.®® Aqui, los
segmentos externos de los fotorreceptores son las estructuras mas dafiadas, generando
la muerte por apoptosis de estas células, mientras que exposiciones prolongadas

también generan daio en el EPR.1%¢7

El iodato de sodio (NalOs3) es un agente oxidante capaz de dafiar selectivamente las
células del EPR in vivo, con la consecuente degeneracion de los fotorreceptores y la
pérdida de funcién de la retina.®®*”"* En las concentraciones utilizadas, tanto por via
intravenosa como intraperitoneal, las lesiones afectan especificamente al EPR. Esta
selectividad se explica por la altisima perfusion de la coriocapilaris (1400 ml x min~* x
100 g tejido™, que es aun mayor que la perfusién renal.” Los otros tejidos y 6rganos,
incluyendo la retina interna, siempre menos vascularizados que el EPR, no son afectados
por las dosis que lesionan al EPR. El iodato de sodio genera la produccién EROs’%73 que
a su vez alteran diversos mecanismos que llevan a la muerte celular, como la inhibicién
de diversas actividades enzimaticas y la conversion de glicina a glioxilato tdxico,
trastornos mitocondriales, bloqueo de la autofagia e inhibicién de las actividades

fagociticas, importantes en la degradacion de los segmentos externos de los
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fotorreceptores.”®’*”> La disfuncion y la muerte del EPR, aparentemente por vias
necroptdpicas, alteran la barrera hemo-retinal externa, promoviendo la muerte de los

fotorreceptores.’®

1.5 Compuestos bioactivos

1.5.1 Alimentos funcionales

Los alimentos constituyen fuentes de calorias, vitaminas y minerales que permiten el
funcionamiento de los tejidos y la correcta salud de los organismos. Ademas,
proporcionan los sustratos celulares para la generacién de energia, la diferenciacion y
proliferaciéon celular y las barreras quimicas contra la oxidacidn. Entre los distintos tipos
de alimentos, los categorizados como alimentos funcionales son cada vez mas

estudiados. El termino alimento funcional fue usado por primera vez en Japén en 1980.7°

En 2017, Granato y colaboradores definieron los alimentos funcionales como alimentos
naturales o procesados industrialmente que cuando son regularmente consumidos en
la dieta tienen efectos potencialmente beneficiosos en la salud mas alla de la nutricién
basica.”” Esta definicion determina que para poder considerar a cualquier alimento
como funcional, se debe contar con evidencia experimental que asegure la seguridad y
funcionalidad de su consumo.” Ademas, se debe demostrar que genera beneficios en la

salud cuando se lo consume junto a una dieta balanceada.”#

Entre los alimentos funcionales mds difundidos se encuentran los acidos grasos

poliinsaturados, los prebidticos, probidticos y simbidticos y los antioxidantes. &
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1.5.2 Compuestos fendlicos como alimentos funcionales.

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, donde desempeiian diversas funciones fisioldgicas. Los
compuestos fendlicos presentan un anillo benceno hidroxilado como elemento comun
en sus estructuras moleculares, que ademas pueden incluir grupos funcionales como

ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.®

Aunque existe una gran variedad de compuestos fendlicos en las plantas, en su mayor
parte se originan en la ruta del acido shikimico (acido (3R,4S,5R)-3,4,5-trihidroxi-1-
ciclohexen-1-carboxilico) y en el metabolismo de los fenilpropanoides.®® Los
fenilpropanoides simples derivan de los aminoacidos fenilalanina y tirosina y son
producidos en la ruta del acido shikimico. Existen diversas familias de compuestos
fendlicos que se diferencian en el nimero de dtomos de carbono que componen su
esqueleto molecular. Entre ellos se encuentran los acidos cindmicos y benzoicos,

flavonoides, proantocianidinas, estilbenos, cumarinas, lignanos y ligninas.

Dado que muchos de los efectos beneficiosos asociados al consumo de alimentos de
origen vegetal se atribuyen al efecto antioxidante de los compuestos fenélicos,® desde
1990 varias organizaciones internacionales de la nutricién recomiendan un consumo
diario de al menos 5 raciones de frutas y/o verduras para asegurar una ingesta adecuada
de antioxidantes para la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo.® Entre las enfermedades en las que se ha encontrado un efecto benéfico de
los polifenoles se incluyen las enfermedades neurodegenerativas, la hipertensién y otras
enfermedades cardiovasculares, cancer, inflamacién, diabetes, dislipemia, alergias y

enfermedades relacionadas al sistema inmune.®1°? Ademas se encuentra reportado un
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rol importante en la prevencion de diferentes tipos de cancer entre los que se destacan

cancer de higado, préstata y colorrectal.02-104

1.5.3 Fuentes naturales de obtencion de compuestos fendlicos

Una de las fuentes de compuestos fendlicos en la dieta mas estudiados en la actualidad
son las frutas, en las que es frecuente encontrar derivados de los acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos, antocianinas, flavonoles, catequinas, y taninos
condensados e hidrolizables.’® La mayoria de estos compuestos permanecen en
productos elaborados a base de frutas y bayas, como por ejemplo zumos, mermeladas,

jaleas, gelatinas, etc.'%®

Los acidos fendlicos también son abundantes en los alimentos derivados de vegetales
siendo los mas frecuentes el acido cafeico, y en menor medida el acido ferulico. El acido
cafeico también se encuentra esterificado, principalmente con el acido quinico, dando
lugar al 4cido clorogénico (acido 5-cafeilquinico), un polifenol presente en el café, la
yerba mate y en muchas frutas y verduras. Los acidos fenélicos se dividen en dos grupos:
los acidos benzoicos o derivados del acido hidroxibenzoico y los acidos cinamicos o

derivados del acido hidroxicinamico.
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Ejemplos: §jemplos
Acido ferdlico Acido galico
Acido cafeico Acido vanilico

Ejemplos: Ejiemplos: Ejemplos: Ejemplos: Ejemplos: Ejemplos:
Cianidina Catequinas Narigenina Quercetina igeni i
Peiargonidina picatequinas Hesperitina Kaemferol Luteolina Faidzeina

Figura 11: Clasificacion de los principales polifenoles con sus estructuras quimicas y

ejemplos. Modificado de Moosavi y colaboradores, 2016.

Los principales ejemplos de acidos benzoicos son los dacidos galico, salicilico, p-
hidroxibenzoico, protocatécuico, vanilico y siringico. Los acidos gdlico y eldgico son

componentes de las fresas, frambuesas y zarzamoras.?

Los acidos cindmicos se encuentran principalmente en las frutas rojas. Generalmente
aparecen esterificados con acido quinico, tartarico o glucosa. Los mas comunes son los
acidos cafeico, ferulico, sinapico y p-cumarico. Uno de los conjugados mas frecuentes
en frutas es el acido clorogénico, que como se explicé anteriormente resulta de la
esterificacion de los acidos cafeico y quinico. Asi, el dcido cafeico, libre o esterificado,

constituye el 4cido fendlico mas abundante en muchas frutas y vegetales.®
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Los estilbenos con mayor interés nutricional son el resveratrol (3, 5, 4'-
trihidroxiestilbeno) y el piceido (resveratrol-3-O-RB-D-glucdsido), presentes en uvas y
vinos, por lo que estos alimentos van a ser las principales fuentes de estilbenos en la
dieta. El resveratrol muestra actividades antitumorales e inhibe reacciones que
incrementan el riesgo de enfermedades coronarias.®* Un vino tinto puede contener 200
mg/L de resveratrol y las uvas rojas de la variedad Napoledn contienen 2.4 mg de

estilbenos (resveratrol y piceido) por Kg de peso fresco.

Los flavonoides conforman el grupo de compuestos fendlicos mas diverso y
ampliamente distribuido en las plantas.®* Los principales flavonoles son: quercetina,
kaempferol, miricetina e isoramnetinal® y algunos de sus glicésidos son la rutina
(quercetina-3-Oramnosilglucdsido) y la hiperina (quercetina-3-0-R-D-
galactopirandsido).® Los mayores niveles de quercetina se encuentran en las cebollas
(280- 490 mg/Kg de porcién comestible). Entre los zumos, el de uva contiene 4.4 mg/L
de quercetina y 6.2 de kaempferol y el de naranja 5.7 mg/L de quercetina. El vino tinto
8.3 mg/L de quercetina y 8 mg/L de kaempferol y el té negro 15-17 mg/L de quercetina,

14-16 mg/L de kaempferol y 3 mg/L de miricetina.®

Las antocianidinas mds importantes en los alimentos son la cianidina, la delfinidina, la
peonidina, la pelargonidina, la petunidina y la malvidina, y son responsables de los
colores azules, purpuras, rojos y matices intermedios de estas coloraciones de frutas

rojas como cerezas, ciruelas, fresas y uvas.®

1.5.4 Vias de accidn de los polifenoles y efectos celulares reportados.

Los compuestos polifendlicos son capaces de ofrecer proteccidén contra los radicales

libres por diversos mecanismos. El primero es por medio de la captacion directa de los
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radicales (actividad scavenger), actuando como donantes de hidrégeno o electrones en
reacciones de terminacion que rompen el ciclo de generacidén de nuevos radicales libres.
El radical fenoxilo generado es menos reactivo ya que se estabiliza por resonancia con

los electrones dentro del anillo aromatico.®®

El segundo mecanismo de proteccién se basa en la modulacién de vias celulares de
sefializacion involucradas en la supervivencia, la proliferacién y la diferenciacién

celular.10-113

Se demostrd que los polifenoles presentes en el jugo de uva disminuyen los defectos
cognitivos leves en sujetos de avanzada edad y que la administracién de resveratrol en
adultos mayores mejora significativamente la memoria, sugiriendo un potencial uso de
estos polifenoles en el mantenimiento de la salud del sistema nervioso durante el

envejecimiento. 411>

El consumo de acidos hidroxibenzoicos, catequinas y flavonoles mejora las pruebas
cognitivas de lenguaje y memoria verbal.'*® Resultados similares se observaron en
individuos en riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas, y estudios con
epigalocatequin—galato (EGCG) mostraron una mejora significativa del déficit cognitivo

en individuos con sindrome de Down.'*7-11?

Estudios realizados usando polifenoles con actividad neuroprotectora demostraron que
son capaces de atravesar la barrera hemato-encefalica. Esto demuestra que son capaces
de alcanzar el tejido neural y en consecuencia podrian desencadenar un efecto

neuroprotector y neuromodulador en respuesta a diferentes patologias.2>-12%

También se demostrd que polifenoles como la luteolina (3',4',5,7-tetrahidroxiflavona),

los curcuminoides (compuestos polifendlicos principales de la Cdrcuma longa), el EGCG
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(polifenol mayoritario del té verde) y el acido cafeico fenetil éster, entre otros, son
capaces de aumentar la supervivencia celular en células PC12, una linea celular de
células de tipo neuronal en condiciones de citotoxicidad.!?"3! Ademds, otros
investigadores demostraron que el tratamiento con genisteina y daidzeina, isoflavonas
presentes en los granos de soja, y sus productos derivados aumentan la proliferacion y
supervivencia de neuronas en el hipocampo.'*? Resultados similares fueron observados
con quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona) y acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-

metoxicinamico).133134

1.5.4.1 Polifenoles y activacion de la via de ERK

La via de sefializacidn activada por la quinasa regulada por seiales extracelulares (ERK
del inglés extracellular signal-regulated kinase) promueve la supervivencia celular en
diversos tejidos.'*>13¢ Esta via esta implicada en diversas funciones fisioldgicas de las
neuronas, incluyendo proliferacion, diferenciacién, supervivencia y regulacién de la

respuesta a varios factores de crecimiento.**4

Varios polifenoles generan proteccion celular mediante la modulacién de esta via
celular. El tratamiento con luteolina protege a células de la linea PC12 de la muerte por
apoptosis, incrementa la expresiéon de la proteina GAP-43 (un marcador de
diferenciacién neuronal) y de hemo-oxigenasa 1 (HO-1). Estos efectos se reducen
significativamente con el pretratamiento utilizando un inhibidor de ERK. ¥ El efecto
protector de la liquiritina frente a la apoptosis neuronal o la diferenciacién de neuronas
en cultivos primarios inducidas por el péptido B-amiloide se anula al utilizar un inhibidor

de la via de ERK.'*? Resultados similares fueron observados con icaritina (un flavonoide
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derivado de hierbas de origen chino), rutina (3,3',4,5,7-pentahidroxiflavona-3-

ramnoglucosido) y fisetina.#43-14

1.5.4.2 Polifenoles y activacion de la via de CREB

La proteina de respuesta a AMP ciclico (CREB del inglés cyclic AMP response element
binding protein), es un regulador transcripcional que reconoce la secuencia CRE, ubicada
en la regién regulatoria de varios genes. La activaciéon de la via de CREB implica un
aumento en la expresién de genes que regulan la supervivencia, el crecimiento, la
plasticidad sindptica, la diferenciacién, la formacion de dendritas y la memoria de largo
plazo.'*51%’ Esta reportado que ratones que carecen de la funcidn de CREB en el cerebro,
muestran procesos degenerativos en el hipocampo.** Estas funciones convierten a la
via de sefalizacién de CREB en una de las vias pro supervivencia mas importantes y en
este sentido se han estudiado multiples polifenoles que son capaces de modular su

activacion durante el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

Se demostré que diversos polifenoles entre los que se encuentran la luteolina, el
auraptano (un derivado de la cumarina), la curcumina, la nobiletina y la hesperetina (un
flavonoide) incrementan significativamente la activacion por fosforilacién de CREB en
células de la linea PC12.128131149-152 E| resveratrol posee un efecto neurotréfico en
neuronas dopaminérgicas de ratas por medio de la activacién de CREB en el hipocampo
y la amigdala y promueve la neurogénesis en el hipocampo.’*** E| tratamiento con
catequinas de té verde mostré un incremento significativo en fosforilacién de CREB en
ratones envejecidos, comparado a animales envejecidos control.’®® Otros polifenoles
también aumentan los niveles de activacién de CREB en el hipocampo.!***>” Ademas, la

administracion de esta Ultima a ratas con deficiencia cognitiva inducida por
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corticosterona, revierte significativamente la caida en los niveles de BDNF y CREB.*® En
modelos animales de Alzheimer, se observé un aumento en la activacién de CREB luego
del tratamiento con apigenina (4',5,7-trihidroxiflavona) y pinocembrina (5,7-

dihidroxiflavanona).1>91%

El tratamiento con artemisinina (una sesquiterpeno lactona, derivada de la planta
Artemisia annua L.) protege a las células de EPR del dafo oxidativo inducido por
perdxido de hidrégeno en un modelo in vitro de DMAE. Esta proteccion e debida a que

el tratamiento activa CREB por medio de la via de ERK.6!

1.5.4.3 Efecto de polifenoles en la expresion de NRF2

El factor relacionado al factor nuclear eritroide 2 (NRF2, de inglés Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) forma parte de la principal via de proteccién celular frente
al estrés oxidativo. Esta proteina actia como factor de transcripcién, modulando la
expresion de enzimas antioxidantes y con capacidad de detoxificacion.'®? Entre estas
enzimas se encuentran la glutation peroxidasa, y-glutamilcisteina sintetasa, glutation S-
transferasa, glutamato-cistein-ligasa (GCL), HO-1, superdxido dismutasa, NADPH
quinina oxidorreductasa 1 (NQO1), peroxiredoxina, sulfiredoxina, tioredoxina y
tioredoxin reductasa.'®*'®> Mediante el control de estas enzimas, NRF2 tiene un rol
crucial en la homeostasis oxido-reductora intracelular y los mecanismos de defensa
antioxidante.'®® Diversos polifenoles pueden modular la actividad de NRF2. Entre ellos
se destacan la luteolina, puerarina y derivados de acido caféico.'?”!7.1%8 En cultivos de
neuronas, el EGCG también demostro tener un efecto protector contra estrés oxidativo,

incrementando la expresion de HO-1 por medio de la activacidon de NRF2.1°
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Otros ejemplos de la accion de compuestos antioxidantes de origen vegetal sobre la

actividad de NRF2 en modelos de degeneracién de la retina se presentan en la Tabla 1.

Compuesto natural

Efecto en NRF2

Efectos rio abajo

Alfa mangostinal’®

Xantanoide

Aumenta la
traslocacion
nuclear

Promueve la
expresion de HO-1

Astaxantina’!

Xantofila carotenoide, metabolito
secundario de bacterias, mcroalgas
y levaduras.

Aumento en la
expresion

Activa la via de
PI3K/Akt e inhibe la
de NF«xB.

Acido carnésico'”?

Compuesto natural presente en
extractos de romero.

Aumento en la
expresion

Aumenta los niveles
de enzimas
antioxidantes.

Celastrol*”3

Compuesto natural aislado de la
raiz de Tripterygium wilfordii.

Aumento en la
expresion

Aumento en la
expresion de GCL y
HO-1

Curcumina’*

Polifenol de la Curcuma longa.

Aumento en la
activacion

Aumento en la
expresién de HO-1,
tioredoxina y Akt

Delfinidina'”®

Antocianidina de frutas y
vegetales.

Aumento en la
expresion nuclear

Inhibe la generacion
intracellular de
EROs.

Aumento en la

Aumenta la

Genipinal’® Ligando glicosidico de plantas. . expresion de HO-1y
expresion
NQO1
S gon Triterpenoide de la raiz de Aumento en la Aume_nta Ia
Glicirrizina . L fosforilacion de la
Glycyrrhiza glabr. expresion . :
protein-quinasa B.
. il i Aumenta la Aumento en la
Luteinal’817® Cgrrotlzr:]c;(:e xantofilo sintetizado traslocacion expresion de GCL,
porp ' nuclear HO-1y NQOL.
. . Aumento en la Inhibe la activacion
180
Licopeno Carotenoide. expresin de NFKB.
Compuesto aislado de Maclura Activacion de la via
. 181 . . - Aumento en la NN
Morina pomifera, Maclura tinctoria activacion de sefializacion
y Psidium guajava. AMPK/NRF2/HO-1.
Aumento en la
Qs LIRS s Ao s s Gel,
getales, hojas, y granos. HO-1y NQO1

Acido salvianolico®

Extracto de Salvia miltiorrhiza.

Aumento en la
activacion

Aumento en la
expresion de HO-1y
activacién de Akt.

51



Aumento en la
Aumento en la

Taxifolina®®> Flavonol. activacion expresion de GCL,
HO-1y NQO1
Thimoaquinona Compuesto activo derivado de Aumento en la Aumento en la
g Nigella sativa. activacion expresién de HO-1.

Aumento en la Activacion de las
Zeaxantina'&® Carotenoide Activacion vias PISK/Akt y
MAPK/ERK.

Tabla 1: Ejemplos de compuestos naturales y su accion sobre la activacion de NRF2 en

modelos de degeneracion de la retina

1.5.5 Yerba mate

La planta conocida como yerba mate pertenece a la especie illex paraguariensis Saint
Hilaire de la familia de las Aquifoliaceas. Es un arbol de copa redondeada con hojas
persistentes gruesas que en su hdbitat natural puede alcanzar hasta 20 metros de altura.
Cuando es cultivada con fines productivos, se realizan podas para mantenerla entre 3 y
6 metros de altura, a fin de facilitar la cosecha. Las flores son pequenas y blancas y el
fruto carnoso y pardusco de alrededor de 6 centimetros de didmetro.*® Es nativa de la

region noreste de Argentina, el sur de Brasil y la regidn oriental de Paraguay.®

La vida productiva del yerbal comienza entre el cuarto y sexto afio de implantacion y se
extiende normalmente entre los 25 y 30 afios, aunque dependiendo del cuidado del

suelo puede llegar a los 60 afios.

La cosecha o tarefa es anual, y se realiza entre abril y octubre, ya que durante este
periodo se evitan las épocas de florescencia y fructificacion, disminuye la circulacién de

sabia y se cuenta con un mayor porcentaje de hojas maduras.®’
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Figura 12: Fotografias en las que se observan las hojas de la planta de yerba mate

(izquierda) y los procedimientos de poda (derecha, arriba) y transporte de las hojas y

ramas en bolsas de arpillera (derecha, abajo). -1

La recoleccién de hojas maduras se realiza con tijeras o serruchos y se retira alrededor
del 75% del follaje, que luego se deposita sobre pafios de arpillera para ser pesado y
transportado a establecimientos llamados secaderos. Alli comienza el procesamiento de

las hojas que comprende cinco etapas

1- Zapecado o escaldado: consiste en exponerlas ramas recolectadas a la accion
directa de llamas durante 20 o 30 segundos y luego a gases de combustién de
lefia por 2 o 3 minutos. Este procedimiento genera vapor de agua en el
parénquima foliar, que rompe la epidermis de las hojas e inactiva a las enzimas
responsables de los procesos de degradacion (en particular se inhiben enzimas
como la peroxidasa y polifenoloxidasa) asegurandose la conservacién de su color
verde. En esta etapa es donde la yerba mate adquiere su aroma caracteristico.®’
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2- Secado: Se realiza dentro de las 24 horas posteriores al zapecado y su finalidad
es reducir la humedad hasta aproximadamente el 4%

3- Molienda gruesa o canchado: Este paso permite reducir el volumen de la materia
en procesamiento, facilitando su embolsado y transporte. Ademas, aumenta la
superficie de contacto con la atmdsfera favoreciendo el inicio de las reacciones
que ocurren durante el estacionamiento.

4- Estacionamiento: la yerba se coloca en bolsas de arpillera y se mantiene
almacenada en depdsitos de 6 a 24 meses. Durante este periodo adquiere las
caracteristicas de sabor aroma y color requeridas por los consumidores.

5- Molienda fina y envasado: este paso comprende operaciones sucesivas de
trituracion, zarandeo y mezcla que producen el tipo de yerba mate adecuado

segln el gusto o uso de cada region o grupo de consumidores.®’

1.5.5.1 Principales formas de consumo de yerba mate
La yerba mate es principalmente consumida como infusidn, ya sea como mate caliente,

mate frio (o tereré), o en taza como mate cocido, en saquitos o como mate soluble.

Mate caliente: entre 20 y 100 gramos de yerba mate elaborada se coloca en un
recipiente (o mate) sobre el cual se vierte el agua caliente a aproximadamente 90°C que
es succionada con una bombilla metdlica. El recipiente tradicional es una calabaza, pero
pueden variar mucho segun la regidon utilizandose también vasos de vidrio, tazas de

ceramica y recipientes de metal entre otros.

Tereré: se consume generalmente en verano. La preparacién es similar a la del mate

caliente, pero con la diferencia de que se utiliza agua fria o jugos de frutas a una
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temperatura entre 5 y 10°C. En algunas regiones de Argentina y Paraguay también se

acostumbra adicionar otras hierbas como por ejemplo menta o cedrdn.

Yerba Mate en saquitos: la yerba elaborada se encuentra en saquitos de papel de filtro
tissue (aproximadamente 3 gramos por saquito) y se consume en tazas de manera

similar al té, preparandose con 250 ml de agua a 95°C.

Mate cocido: En este caso la yerba mate elaborada se coloca junto con el agua caliente
y la mezcla se calienta hasta la ebullicion. Luego se filtra y se sirve en taza,
consumiéndose de manera similar al método anterior. En algunos casos esta infusion es

saborizada con azucar o utilizando cascaras de citricos.

Mate soluble: Es preparado en forma similar al café instantaneo, lo que le da el nombre
de “mate instantaneo”. El extracto soluble se obtiene deshidratando los extractos

acuosos de la yerba mate y concentrandolos por evaporacion.®’

Figura 13: Distintos tipos de infusiones de yerba mate
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Otros ejemplos de consumo de yerba mate incluyen bebidas energizantes, gaseosas,
aguas saborizadas, como saborizante de cervezas amargas, té helado, chocolates, barras
de cereal y helados. También se la utiliza en productos cosméticos como jabones,

perfumes y cremas.®’

El consumo per capita de yerba mate en Argentina y Uruguay se encuentra entre los 5-

7 kg/afio mientras que en Brasil es de 1,2 kg/afio.*?

1.5.5.2 Yerba mate como fuente de polifenoles

Dependiendo de la forma de consumo de la yerba mate, el contenido de polifenoles
totales presentes en cada infusion varia. Un estudio demuestra que los dos tipos de
consumo con mayor aporte de polifenoles son la infusién de mate en saquitos y el mate

caliente y la de menor aporte el tereré.*931%

Los principales compuestos polifendlicos presentes en extractos de yerba mate se
encuentran en el grupo de los acidos hidroxicindmicos, principalmente derivados de
acidos hidroxicimanoilquinicos. Incluyen, mono-ésteres de acido quinico y acido cafeico
(acido clorogénico, acido neoclorogénico y acido criptoclorogénico) y di-ésteres de acido

quinico con acido cafeico (acido isoclorogénico y 4,5 dicafeoilquinico).%>-1%°

Aproximadamente el 90% del contenido de polifenoles totales en la yerba mate
elaborada estd compuesto por isémeros del acido cafeoilquinico (alrededor del 53%) y
por isdmeros del acido di-y tri-cafeoilquinico (37,5%) lo que equivale a 77 mg por g de

materia seca.1%5200.201

Entre los compuestos del grupo de los acidos hidroxicinamicos, los derivados del acido

cafeico son los mas antioxidantes.?®?
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El mate soluble se obtiene a partir de preparaciones de mate caliente que luego son
sometidas a “spray-drying”. Este procedimiento, que permite conservar las propiedades
de alimentos y productos farmacéuticos, consiste en atomizar la soluciéon en un

ambiente de aire (u otro gas) caliente.?®

La composiciéon del mate soluble es cualitativamente semejante a la de la yerba
deshidratada, pero el contenido de polifenoles totales (mg/g) de los extractos solubles
es aproximadamente el doble del contenido de las hojas deshidratadas.?®* Por el
contrario, el contenido de polifenoles de la yerba (en saquitos) utilizada para hacer té

es menor que el de la yerba utilizada para el mate caliente.'%

1.5.5.3 Absorcién y disponibilidad fisioldgica de los acidos cafeico y clorogénico

Luego de la ingestién de las infusiones de yerba mate, los polifenoles presentes son
absorbidos en el tracto digestivo de forma directa o luego de ser degradados por la
microflora intestinal que contiene enzimas capaces de clivar los enlaces éster.2%5213 E|
acido cafeico (CAF) se absorbe principalmente en el estémago, mientras que la
absorcion del acido clorogénico (CHL) comienza en el estdmago, pero continta en el
intestino, donde es transformado en CAF y acido ferulico por la flora coldnica.?9210213-215
Como resultado, luego del consumo de yerba mate, tanto el CAF como el CHL se
encuentran en concentraciones comparables en el plasma y en los tejidos, permitiendo
que las células reciban iguales cantidades de ambos polifenoles. A las 2 horas del
consumo de yerba mate, los niveles de CAF y CHL comienzan a disminuir tanto en plasma

como en el higado.?®®
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HO,C.

. Acido cafeico
Acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-acrilico

[ \l oI OH
. M e

, Acido clorogénico
Acido (E)-3-((3,4-dihidroxifenil)acriloxil joxi-1,4,5-
trihidroxiciclohexanocarboxilico

Figura 14: Estructura quimica de los dcidos cafeico y clorogénico.?'®

Si se toma un consumo de infusidon de yerba mate de 1 litro por dia, se incorporan
alrededor de 3,2 gramos de preparacion, que corresponden a entre 300 y 400 mg de
CHL y entre 5 y 8 mg de CAF. Sin embargo, esta reportado que se puede obtener una
cantidad mayor de polifenoles realizando otro tipo de extracciones, diferentes de las

preparaciones tradicionales.?’-2*

1.5.5.4 Beneficios reportados de la yerba mate y sus polifenoles en la salud

Distintos investigadores, utilizando modelos in vitro e in vivo, han demostrado que el
consumo de infusiones de yerba mate tiene un efecto fuertemente antioxidante y
antiinflamatorio.'**??° E| consumo de yerba mate mejora el funcionamiento endotelial
en modelos de hiperlipidemia y el perfil lipidico tanto en sujetos sanos como con

dislipemia, reduciendo el efecto aterogénico de las dietas altas en grasa.??172?
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El consumo de extractos de yerba mate disminuye la oxidacidn de acidos grasos
insaturados en el higado, y se postula que el CHL esta involucrado en ese proceso.?®
Estudios en humanos también demostraron que la suplementacién dietaria de estos
extractos disminuye la peroxidacion lipidica medida en plasma, y que este efecto se
mantiene si la administracion es prolongada. Los niveles de enzimas antioxidantes
encontrados en plasma también aumentan luego de la incorporacion, indicando que el
consumo regular de infusiones de yerba mate es capaz de mejorar las defensas
antioxidantes activando la maquinaria enzimatica responsable de la proteccién frente al

estrés oxidativo.??’

También existen reportes de efectos benéficos sobre la obesidad, la evolucién de los
infartos cardiacos, las alteraciones de los huesos, en células del sistema nervioso y en la
mejora de condiciones inflamatorias asociadas al cancer.??®?** Entre los efectos
antiinflamatorios caben destacar la inhibicion de la elastasa del neutréfilo y la reduccién
de la inflamacion pulmonar en animales expuestos a humo de cigarrillo.>2%” Ademas,
se observd que la administracidon de yerba mate inhibe la angiogénesis en modelos de
cancer de colon y que puede modular la progresidn tumoral y las metdstasis en modelos

de cancer de mama.238239

Los polifenoles aislados de la yerba mate también presentan efectos benéficos en
distintas enfermedades. El CHL posee propiedades anti obesidad y anti diabetes, que
han sido asociadas con un efecto inhibitorio sobre la enzima glucosa-6-fosfato
translocasa 1 del intestino y la glucosa-6-fosfatasa hepatica, impidiendo la liberacién de

glucosa.?*%2* Esto no solo disminuye los niveles de glucosa en sangre (por lo que la
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demanda de insulina es menor), sino que ademas promueve la utilizacion de las reservas

de grasa en el tejido adiposo.?*®

El CHL actia como agente anti hipertensivo en pacientes con hipertensién leve.246-25!

Tanto CHL como CAF poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
demostradas en multiples trabajos.?*27%*° Estudios recientes demostraron que tanto CHL
como CAF suprimen la expresidon inducida por estrés oxidativo de interleuquina 8 (IL-8),
pero este efecto no fue observado utilizando acido quinico (otro de los metabolitos del

CH L) .256,257

El mate soluble o instantaneo, es una preparacion apropiada para su uso farmaceutico,
ya que permite administrar cantidades significativas de polifenoles. En un estudio clinico
gue investigd el efecto de YM en sujetos obesos, se administraron 3 g de extracto soluble
por dia, durante 12 semanas, sin eventos adversos significativas y con descenso
significativo de la grasa corporal.??® E| extracto producido por “Establecimiento Las
Marias” también fue utilizado en un estudio de obesidad en ratones C57 en dosis de
~400 mg/kg peso corporal/dia.>®® El tratamiento se mantuvo 16 semanas y se

obtuvieron resultados favorables sin eventos adversos.

1.6 Hipdtesis

Debido a su elevado contenido de polifenoles, la yerba mate (YM) activaria vias
intracelulares de sefializacion capaces de promover las defensas antioxidantes y la
sobrevida de las células del EPR. En consecuencia, su consumo podria reducir las lesiones

asociadas al envejecimiento, que habitualmente dependen de un aumento del estrés
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oxidativo y/o la disminucién de las defensas antioxidantes. Este efecto beneficioso
podria ser de ayuda en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades degenerativas

de la retina como la DMAE.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivos generales

Dada la importancia de la YM en la dieta de nuestro pais, en esta tesis se analizara en
forma experimental su posible papel en la prevenciéon de las lesiones del EPR asociadas
a la DMAE. En particular, nos interesa estudiar los efectos de un extracto soluble de YM
y dos de sus principales compuestos polifendlicos CAF y CHL, a fin de evaluar su posible

utilizacién como un agente nutracéutico.

1.7.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto protector de CAF y CHL y de un extracto soluble de YM sobre
células del EPR in vitro sometidas a estrés oxidativo con perdxido de hidrégeno.
Se analizardn los efectos sobre:
o Supervivencia celular
o Desarrollo de senescencia prematura
o Modificaciones en la expresion de genes de la respuesta antioxidante
e Analizar el efecto protector de los extractos de YM in vivo, utilizando un modelo
murino (ratones C57) donde se lesiona selectivamente el EPR mediante el uso de
iodato de sodio (IS). El desarrollo de las lesiones sera estudiado en distintos
momentos posteriores a la lesién mediante:

o Funduscopia in vivo para verificar el desarrollo de las lesiones
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o Andlisis de las alteraciones del EPR y de las capas externas de la retina

mediante microscopia Optica en cortes obtenidos a partir de globos

oculares fijados.
o Modificaciones en la expresion de genes de la respuesta antioxidante

evaluadas mediante QPCR en células EPR aisladas ex vivo.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Drogas y sustancias utilizadas

Extracto soluble de YM. Provisto por Establecimiento las Marias, Gdor. Virasoro,

Corrientes, Argentina. No se trata de un producto comercial pero el mismo extracto ha
sido utilizado en publicaciones de otros autores. 2°8 Para los experimentos in vitro se
partié de una solucién madre concentrada (125 mg/ml en PBS), y se realizaron diluciones
en medio de cultivo (125 y 250 pg/ml). Para la administracién por via oral (in vivo) se

utilizé una solucién al 40% preparada en agua potable filtrada a 80°C.

Acido clorogénico (4cido 3-(3,4-dihidroxicinamoil) quinico), Sigma-Aldrich, C3878.

Solucion madre disuelta en etanol de 40 mM.

Acido cafeico (4cido 3-4-dihidroxicindmico), Sigma-Aldrich, C0625. Solucién madre

disuelta en etanol de 112 mM.

Peréxido de hidrogeno (H,0;), Merck Quimica Argentina (Buenos Aires).

lodato de sodio (NalOs, IS), Biopack, Argentina.

X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil B-D-galactopiranésido), Promega Corp, Madison, WI.

DCFHDA (2',7'-diclorodihidrofluoresceina di-acetato), Thermofisher, Invitrogen, D399.

Poencaina (Proparacaina HCl 0,5%), Laboratorio Poen, Argentina. Dilucion 1:3 en

solucidn fisioldgica.

Fotorretin (Fenilefrina HCL 5%, Tropicamida 0,5%), Laboratorio Poen, Argentina.

Dilucion 1:2 en solucion fisioldgica.
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Acrylam (Acido poliacrilico 0,2%), Laboratorio Poen, Argentina.

OCT (Optimal Cutting Temperature) Compound, Biopack, Argentina.

2.2 Cultivo de linea celular

Se utilizé la linea celular ARPE-19 proveniente de EPR humano, de la American Type
Culture Collection. Las células se cultivaron en medio DMEM/F12 (Life Technologies,
Invitrogen, Argentina) con 25 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
estreptomicina/penicilina y 10% de suero fetal bovino (SFB; NATOCOR, Cérdoba,

Argentina), en atmdsfera de aire con 5% de CO2 a 37°C.

2.3  Modelo animal

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BI/6 de 8-11 semanas de edad, criados bajo
condiciones de iluminacién estandar con ciclos de luz/oscuridad, de 12 hs por etapa, y
niveles maximos de iluminacién de 60 lux. Todos los procedimientos se realizaron segun
las recomendaciones para el uso de animales en investigaciones oftalmoldgicas
(Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO), y fueron aprobados por
el CICUAL de la institucidon. Proyecto 19-10, Polifenoles de la yerba mate, Efectos

protectores sobre el epitelio pigmentario de la retina (EPR) in vivo e in vitro.
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2.3.1 Intervenciones y procedimientos.

2.3.1.1 Administracion oral de extractos de yerba mate.

Se utilizé un extracto de yerba mate soluble (Las Marias, Corrientes). La administracién
fue por via oral, 40 mg/dia en 100 pl de agua potable, utilizando pipeta Gilson. Los

controles recibieron agua potable en las mismas condiciones

2.3.1.2 Inyeccion intraperitoneal de NalO3
Se inoculd una dosis Unica de 20 mg/kg del compuesto, disuelto en solucidn fisioldgica

(NaCl 0,9%). El volumen inyectado fue de 100 pl.

2.3.1.3 Anestesia

Los animales fueron anestesiados con ketamina-dexmedetomidina (75 mg y 1 mg
respectivamente por cada kilogramo de animal) inyectada por via intraperitoneal. Para
asegurar la analgesia se utilizé proparacaina 0,5% (dilucién 1:3; Poencaina, Laboratorio
Poen, Argentina) y para obtener midriasis se aplicd tropicamida 0,5% y fenilefrina 5%

(dilucién 1:2; Fotorretin, Laboratorio Poen, Argentina).

2.4 Ensayos de viabilidad celular

Las células ARPE-19 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000
células por pocillo. Al dia siguiente fueron tratadas con CHL, CAF (100 y 70 uM
respectivamente) o YM (125 o 150 pg/ml) por 2 horas y expuestas a H,0; (300 o 450
UM) por 90 minutos. La viabilidad celular fue evaluada a las 24 horas luego del dafio
oxidativo utilizando el ensayo colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazol).”® El medio de cultivo fue reemplazado con una diluciéon 1:10 de la
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solucién madre de MTT (5 mg/ml en PBS) e incubado a 37°C por 4 horas. Finalizada la
incubacidn, la solucién de MTT fue removida y las células fueron lisadas en 150 ul de
una solucién de isopropanol y acido clorhidrico 0.04 N. La densidad dptica a 550 nm se
midié luego usando el equipo Multiscan FC microplate photometer (Thermo Scientific
1.00.79 MIB 51119000) y los resultados fueron normalizados con los valores de cultivos

controles.

2.5 Induccidn de senescencia y actividad 6-galactosidasa (6-GAL)

Se establecieron cultivos en placas de 24 pocillos a una densidad celular de 20.000
células por pocillo. De manera similar a los experimentos de viabilidad, se realizo el
tratamiento con CAF, CHL o YM y luego se expusieron los cultivos a dafio oxidativo
utilizando H>0; (150 uM) por 90 minutos. Este esquema de tratamiento-dafio se repitid
durante tres dias seguidos y luego se cultivd las células en medio completo por 12 dias.
Luego, se identificaron las células B-GAL positivas utilizando un ensayo histoquimico.?°
Los cultivos fueron fijados con formaldehido 3% en PBS por 5 minutos e incubados a 37
°C toda la noche con la solucién de coloracién (citrato de sodio 40mM, pH 6.0, X-Gal
1mg/ml, ferrocianuro de potasio 5 mM, ferricianuro de potasio 5 mM, NaCl 150 mM,
KgCl; 2 mM). El recuento de células B-GAL positivas de cada experimento se realizé en

al menos 5 fotografias de 2 pocillos diferentes para cada punto experimental.
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2.6 Deteccion de EROs intracelulares

Los niveles intracelulares de EROs se midieron utilizando la sonda fluorogénica
permeable DCFHDA. Para esto, las células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio
de 18 x 18 mm a una densidad de 30.000 células por cubreobjeto. Luego se realizd el
tratamiento con CHL o CAF y la exposicion a H,0; 150 uM, como ya fue descripto.
Finalizado el dafio oxidativo, los cultivos fueron lavados en medio fresco e incubados
con la sonda por media hora (5 uM de DCFHDA). Una vez dentro de la célula, es
desacetilada por enzimas celulares y oxidada por la presencia de EROs generando el
compuesto fluorescente 2’,7'diclorofluoresceina. Luego de realizar un lavado con PBS,
se tomaron fotos de los cultivos utilizando el filtro de FITC de un microscopio de
epifluorescencia (Nikon E800) y se cuantificéd la densidad integrada de fluorescencia

(pixels/célula) usando el programa Image).

2.7 Procedimientos Inmunoquimicos

2.7.1 Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas en cubreobjetos y expuestas a tratamiento y dano
oxidativo como se describié anteriormente. A distintos tiempos desde el inicio del
tratamiento, fueron fijadas utilizando paraformaldehido 4% por 20 minutos,
permeabilizadas con PBS/Triton X-100 1,1 % por 5 minutos y bloqueadas usando una
solucién de albumina de suero bovino 2% en PBS durante 1 hora. La incubacién con
anticuerpos primarios fue realizada toda la noche a 4°C, seguida de la incubacién con

anticuerpo secundario por 2 horas. En la Tabla 2 se detallan las fuentes de obtenciény

68



concentraciones usadas de cada anticuerpo. Luego de la incubacién con 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), 2 ug/ml por 5 minutos, los cubreobjetos fueron montados con PBS-
glicerol 1:1 y se tomaron fotografias de los cultivos utilizando el microscopio Nikon E800.
Para la determinacion de células positivas para p-H2AX en cada experimento, se
contaron no menos de 50 células de dos cubreobjetos de cada tratamiento. Se

consideraron positivos los nucleos con una cantidad mayor o igual a 5 foci de p-H2AX.

2.7.2 Western blot

Para los experimentos de Western blot, las células fueron sembradas en placas plasticas
de 10 cm de diametro a una densidad de 12.000 células por cm2. El esquema de
tratamiento y dafio fue el mismo que en el caso de los cultivos analizados por
inmunofluorescencia. A diferentes tiempos luego de iniciado el tratamiento con
polifenoles, las células fueron cosechadas y lisadas con una solucién de dodecil sulfato
de sodio (SDS) 2% y ortovanadato de sodio 1 mM. La concentracién de proteinas en el
extracto fue cuantificado utilizando el método de Bradford.?®* Se desnaturalizaron las
proteinas incubando la muestra con buffer de siembra 1X (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, B-
mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%) a 99°C por 5
minutos. Se sembraron 20 pg de proteina por calle en geles de poliacrilamida 15% y se
separaron los extractos mediante electroforesis (120 v, 2 horas; BioRAD, Canton, MA).
Las proteinas separadas segun su peso fueron transferidas (100 v, 90 minutos) a una

membrana de nitrocelulosa (Protran, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

Una vez finalizada la transferencia, las membranas fueron incubadas durante 1 hora en
solucién de bloqueo (leche descremada en polvo 5% en TBS 1X) y se las incubd con los

anticuerpos primarios de interés (Tabla 2) durante toda la noche a 4°C. Terminada la
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incubacién las membranas se lavaron con Tween-TBS (Tween 20 1% en TBS 0,01 M) por
5 minutos tres veces y se incubaron con los anticuerpos secundarios apropiados para

cada caso durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién constante.

En caso de que se usaran anticuerpos secundarios biotinilados, las membranas fueron
lavadas nuevamente y se requirié una ultima incubacién con Extravidina-Peroxidasa

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 1 h con agitacién constante.

Finalmente, las membranas fueron lavadas con Tween-TBS (Tween 20 1% en TBS 0,01

M) por 10 minutos 3 veces y luego dos veces mds con TBS 0,01 M.

Se realizé el revelado por quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) exponiendo a placas sensibles (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare

Bio-Sciences, Piscataway, NJ) o utilizando el equipo LI-COR C-DiGit (Lincoln, NE).

La densidad de pixeles por banda se cuantificd utilizando el programa Imagel, y se

presentd la relacidn entre la proteina de interés y B-actina (utilizada como control de

carga).
Anticuerpo Especie Fuente/dilucién
p21 Clon SX118, Raton BD Biosciences (556430) /
1:200
p16'NKk4 Clon G175-405, BD Biosciences (551153) /
Ratén 1:200
p-H2AX Conejo ABCAM (ab2896) / 1:1000
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BCL2

p-CREB

actin

Alexa Fluor®488

Secundario conjugado a

peroxidasa

Secundario conjugado a

peroxidasa

Raton

Conejo

Conejo (N-terminal)

Cabra anti conejo

Cabra anti conejo

Cabra anti raton

Santa cruz (sc-7382) / 1:1000

Cell Signaling (87G3) / 1:1000

Sigma-Aldrich (A2103) /

1:1000

Molecular Probes; Invitrogen;

dilucion 1:500

SigmaAldrich, St. Louis, MO;

dilucion 1:1000

SigmaAldrich, St. Louis, MO;

dilucién 1:1000

Tabla 2: Lista de anticuerpos utilizados

2.8 Extraccion de ARN y PCR cuantitativa (qPCR)

Las células fueron sembradas en placas plasticas de 10 cm de didmetro a una densidad
de 12.000 células por cm?. Siguiendo el mismo esquema de tratamiento y dafio ya

explicado, se tomaron muestras a diferentes tiempos luego de iniciado el tratamiento

con polifenoles.

Los estudios in vivo se realizaron por cuadruplicado. Para cada experimento se

estudiaron 7 condiciones, utilizando 2 animales por tratamiento.
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La extracciéon de ARN de las muestras se realizé utilizando el kit General RNA Extraction

kit (R1051, Dongsheng Biotech, Guangdong, China).

La concentracién de ARN obtenida se determiné utilizando el espectrofotémetro
GeneQuant1300. EI ADNc se sintetizd a partir de 1,5 ug de ARN total utilizando la
transcriptasa inversa Superscript Il (ThermoFisher, Invitrogen, Carlsbad, CA), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Para evaluar los niveles de expresién de ARNm, el
ADNCc se amplificé utilizando el ciclador Stratagene Mx 3005P. El calculo de la expresidn
de los genes de interés se llevé a cabo mediante el método AACt (cuantificacidn relativa).
Las muestras fueron sembradas en placas de 96 pocillos junto con la mezcla de reaccién
SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFisher) y los cebadores especificos (volumen final
25 pl), que fueron disefiados mediante Primer Blast y sintetizados por ThermoFisher
(Invitrogen, Argentina). Las secuencias especificas de cada cebador se presentan en la

Tabla 3.

Los parametros de ciclado fueron 10 minutos a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 30
segundos a 95 °C, 35 segundos a 56 °Cy 60 segundos a 60 °C, finalizando con un ciclo de

1 minuto a 95°C, 30 segundos a 56°C y 30 segundos a 95°C.

Los niveles de ARN de interés se normalizaron contra los de GAPDH de la misma muestra
en los experimentos in vitro y con los de actina en los experimentos in vivo. Cada
reaccion se realizd por duplicado o triplicado, y se verificd la amplificacién de un Unico
producto construyendo las curvas de disociacién de cada uno. La cantidad relativa del
producto de PCR los cultivos control se establecid en 1. Se efectud un control negativo

para cada cebador.
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ARNmM

Cebador sentido

Cebador anti sentido

NRF2 Humano

SOD2 Humano

SIRT1 Humano

GAPDH Humano

NRF2 Murino

SOD2 Murino

RPE65 Murino

Actina Murino

5  TCTGCCAACTACTCCCAGGT 3’

5" GAACCCAAAGGGGAGTTGCT 3’

5 TTCAGTGGCTGGAACAGTGA 3’

5" GGGGCTGCCCAGAACATCAT 3’

5 TAGATGACCATGAGTCGCTTGC 3’

5  AAGTTCAATGGTGGGGGACATA 3’

5" ACAACATTGGGAATTGCTTTGGA 3’

5" CACTGTCGAGTCGCGTCC 3’

5" GGGAATGTCTGCGCCAAAAG 3’

5" AGCCTTGGACACCAACAGAT 3’

5" ACTGATTACCATCAAGCCGCC 3’

5" GCCTGCTTCACCACCTTCTTG 3’

5  CTGATGAGGGGCAGTGAAGAC 3’

5" AGCAACTCTCCTTTGGGTTCT 3’

5 TGGATCTTCCTTGTCTGCTTTCA 3’

5" CCTTCTGACCCATTCCCACC ¥

Tabla 3: Lista de cebadores utilizados para qPCR

2.9 Examen del fondo de ojo

Los animales fueron anestesiados utilizando ketamina-dexmedetomidina como se

explicd anteriormente. Una vez aplicados el anestésico local y el midriatico, la cornea

fue cubierta por un gel ocular (Acrylam) y un cubreobjetos limpio.26%2¢3
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Para visualizar el fondo de ojo se utilizé el microscopio quirdrgico (Carl Zeiss) y se
tomaron fotografias utilizando un iPhone SE acoplado al ocular del microscopio con un

soporte especifico (sistema mostrado en la Figura 15)

Se realizaron 3 experimentos utilizando, en cada uno, 3 animales por tratamiento.

Figura 15: Sistema de obtencion de imdgenes de fondo de ojo acoplando un iPhone SE
al ocular del microscopio quirurgico con un soporte especialmente disefiado para ese

propdsito.

2.10 Muestras de tejidos

2.10.1 Enucleacion vy fijacién

Los animales recibieron una dosis letal de hidrato de cloral (2,2,2-tricloroetano-1,1-diol)
recién disuelto por via intraperitoneal. Se marcaron los cuadrantes dorsolaterales de los
globos oculares y luego se procedié a la enucleacion de los mismos. Los ojos enucleados

se colocaron en fijador de Davidson donde permanecieron a temperatura ambiente
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toda la noche. Al dia siguiente se realizaron pasajes en concentraciones crecientes de

sacarosa (5%, 7,5%, 10, 15% y 20%) a 4°C.26426>

2.10.2 Cortes en cridstato

Se armaron tacos para cortes en criostato incluyendo los ojos en OCT y congelandolos
en acetona sobre nitrégeno liquido. Cada taco contenia un ojo control y uno
experimental, dispuestos en forma tal de obtener cortes paralelos al ecuador.?® Se
obtuvieron cortes de 10 um de espesor utilizando un criostato Microm (HM 500 OM).
Se montaron los cortes en portaobjetos gelatinizados y se secaron a temperatura

ambiente por al menos 2 horas antes de su utilizacion.

2.10.3 Técnicas histoldgicas

Una vez secos, los cortes fueron lavados 2 veces en PBS (5 minutos cada vez) y se
cubrieron con una solucién al 2% de colorante Rojo Neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) por 8 minutos. Pasado ese tiempo se sumergieron en alcoholes de
graduacion creciente (70 a 100%), se hicieron dos pasajes en xilol y se montaron con
Balsamo de Canada (Biopack). Los preparados histoldogicos terminados fueron
observados y fotografiados utilizando un microscopio Leica DM500 con una cdmara

ICC50 E (Bio-Optic, Argentina).

Se realizaron 3 experimentos, cada uno con 3 animales por tratamiento.
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2.11 Andlisis estadistico

La normalidad de los datos obtenidos fue evaluada usando el test de Shapiro-Wilks.
Cuando presentaron una distribucién normal las comparaciones entre grupos se
realizaron usado ANOVA de una via, seguido del método de Holm-Sidak para
comparaciones multiples. Este mismo método, pero sin el analisis previo por ANOVA,
fue realizado para los datos de comportamiento no paramétrico. Todos los calculos se
hicieron con el programa SigmaPlot version 14 (Systat Software, Inc., San Jose California

USA, www.systatsoftware.com). Las diferencias significativas se indican el cada grafico

utilizando asteriscos (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001).
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3 DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS: POLIFENOLES Y EXTRACTOS DE
ILEX PARAGUARIENSIS EN CULTIVOS DE EPITELIO PIGMENTARIO DE LA

RETINA

Para cumplir el primer objetivo estudiamos el efecto de CAF, CHL y extractos de YM
sobre cultivos de células ARPE-19, una linea celular derivada del EPR humano. Estas
células fueron expuestas a H,0, en condiciones que simulan el estrés oxidativo que
acompafia al envejecimiento.” El H,02 no es un radical libre, pero se descompone
facilmente para generar radicales hidroxilo (*OH), una especie quimica que posee un

electréon desapareado y por lo tanto es altamente inestable y reactivo.

3.1 Supervivencia celular frente a dosis altas de estrés oxidativo

Como se explicd anteriormente, la retina se encuentra expuesta a niveles altos de estrés
oxidativo como consecuencia de la exposicion continua a la luz, su elevada tasa
metabdlica y su alta demanda de oxigeno. El EPR cumple un rol critico en la defensa
antioxidante de la retina. Por una parte, detoxifica EROs generados en la regién externa
de la retina, y por la otra capturan y degradan los discos membranosos envejecidos, que
acumulan moléculas oxidadas, y que se desprenden de los segmentos externos en el
espacio subretinal.>”*!2 Todos estos procesos aumentan la produccién de EROs, que
reaccionan con componentes moleculares de las células alterando sus propiedades
funcionales y su capacidad de supervivencia. Cabe notar que las células y los tejidos
poseen defensas naturales contra el estrés oxidativo y que las lesiones solo aparecen

cuando estas defensas fallan o son insuficientes.®*! En consecuencia, se decidi6 evaluar
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si los polifenoles de la YM eran capaces de aumentar la supervivencia de las células de

EPR cuando éstas eran expuestas a niveles elevados de EROs.

Se incubaron cultivos de células ARPE-19 con CAF 70 uM o CHL 100 uM por dos horas y
luego se los expuso a 300 o 450 uM de H,0; por 90 minutos. Las concentraciones
elegidas de CAF y CHL se encuentran en el rango de las reportadas en bibliografia.?72¢8
Ademas, no mostraron evidencia de toxicidad en experimentos preliminares realizados

en el laboratorio.

La viabilidad fue determinada mediante el ensayo de MTT. La exposicién a H,0; 300 uM
redujo la viabilidad celular al 62 + 2%, mientras que después de 450 uM la viabilidad
descendid al 50 + 3%. El oxidante disminuyd la viabilidad en forma dependiente de su

concentracion.
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Figura 16: Resultados de viabilidad medida por MTT en cultivos control y en cultivos
expuestos a 300 o 450 uM de H>0, (H300 o H450), pretratados (o no) con CAF 70 uM

(CAF+H300 o CAF+H450) o CHL 100 uM (CHL+H300 o CHL+H450).
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La preincubacidon con ambos polifenoles disminuyd el efecto téxico del H;0,. Los cultivos
pretratados con polifenoles mantuvieron una viabilidad significativamente mayor que
aquellos expuestos solo al oxidante. En los cultivos pretratados con CAF, la viabilidad se
mantuvo en 90 + 3% y 76 + 3% para los cultivos expuestos a H.0; 300 y 450 uM
respectivamente. Para los pretratados con CHL, la viabilidad alcanzé el 81 + 9% y el 60
4% después de las mismas exposiciones. Estos resultados evidenciaron que ambos
polifenoles pueden evitar la muerte celular en células ARPE-19 expuestas a estrés

oxidativo.

3.2 Evaluacion de la generacion de EROs intracelulares

Para verificar si la mayor resistencia al H,O; fue debida a un efecto de los polifenoles
sobre los niveles intracelulares de EROs generados por la exposicion al oxidante, se
utilizé la sonda fluorescente DCFH-DA. En este experimento se midid la generacién
intracelular de EROs después de una dosis subletal de H,0, (150 uM por 90 minutos), en

cultivos con y sin pretratamiento de CAF y CHL.

En los cultivos control no se observd senal fluorescente, mientras que en cultivos

expuestos a H20;, la mayor parte de las células presentd una fluorescencia muy intensa.

Los cultivos tratados con CAF y CHL presentaron una intensidad de fluorescencia mucho
menor que los cultivos expuestos a H,0; sin tratamiento previo (Figura 17). Estos
resultados muestran que ambos polifenoles redujeron la produccion de EROs

intracelulares generados por el oxidante.
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Figura 17: Deteccion de EROs intracelulares utilizando la sonda DCFH-DA. A,
microfografias de cultivos control, expuestos a 150 uM de H,0, (H150) y pretratados
con CAF o CHL y luego expuestos a dafio (CAF+H150 y CHL+H150 respectivamente).
Barra de calibracion 100 um. B, Cuantificacion de la densidad de fluorescencia

(pixel/célula).

3.3 Modificacion en la expresion de la histona p-H2AX

Dado que una de las consecuencias principales del estrés oxidativo es el dafio al ADN,
estudiamos el comportamiento de la histona H2AX en cultivos expuestos a dafio
oxidativo con y sin tratamiento previo de polifenoles luego de 24 horas de |la exposicion.
La histona H2AX en su forma fosforilada (p-H2AX) es un marcador de dafio de doble
hebra en el ADN.?®° Se puede detectar por inmunofluorescencia facilmente, ya que se

acumula en los sitios de dafio formando cumulos de sefial fluorescente (foci).

No se detecté p-H2AX en los cultivos controles, mientras que el 66.0 + 0.6% de los

nucleos presentaron al menos 5 foci de la histona en los cultivos expuestos a la dosis
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subletal de H,0,, 150 uM por 90 minutos (Figura 18), evidenciando un nivel importante

de dafio del ADN.
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Figura 18: Deteccidn de la histona H2AX por inmunofluorescencia. A. Microfotografias

)
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de cultivos control, expuestos a 150 uM de H;0, (H150) y pretratados con CAF o CHL y
luego expuestos a dafio (CAF+H150 y CHL+H150 respectivamente). Arriba, deteccion
inmunofluorescente de p-H2AX, abajo, nucleos marcados con DAPI. Barra de
calibracion 10 um. B, Cuantificacion del numero de nucleos positivos (con 5 o0 mds

focos de dafio) para cada tratamiento.

En los cultivos preincubados con CAF o CHL, solamente el 32.8 + 6.3% de los nucleos
contenia al menos 5 focos de p-H2AX en los cultivos tratados con CAF, y el 41.3 + 1.6%

cuando los cultivos recibieron tratamiento de CHL previo al dafio (Figura 18).
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Figura 19: Expresion de p-H2AX medida por Western blot. Izquierda, tratamiento con
CAF. Derecha, tratamiento con CHL. Resultados normalizados a la cantidad de actina
presente en cada muestra. Los experimentos se inician a tiempo 0y se toman muestras
a las 2 horas (fin del tratamiento con polifenoles), a las 4 horas (media hora después
de finalizado el dafio oxidativo) y a las 24 horas. Se muestran los resultados para
cultivos control, cultivos sdlo tratados con CAF o CHL, cultivos sdlo expuestos a dafio
oxidativo (H150) y cultivos tratados con polifenoles y luego expuestos a dafio

(CAF+H150 o CHL+H150)

En concordancia con los resultados de inmunofluorescencia, el analisis por Western blot
de la expresion de la histona mostré un aumento significativo luego de las 4 y las 24
horas de iniciado el experimento (Figura 19). El pretratamiento con CAF o CHL redujo los
valores de p-H2AX a las 4 h a la mitad de lo observado en los cultivos expuestos
Unicamente al oxidante. A las 24 horas, en los cultivos tratados con polifenoles, los
niveles de p-H2AX eran minimos y no diferian de los observados en cultivos sin

exposicion a dafio oxidativo (Figura 19). Estos experimentos mostraron claramente la
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capacidad de los polifenoles de la YM para reducir el dafio al ADN provocado por el

estrés oxidativo.

3.4 Induccion del fenotipo senescente

La acumulacién de EROs y su consecuente efecto en el daiio a componentes celulares
como el ADN son los primeros pasos en el desarrollo de la senescencia prematura
celular.® Para verificar la aparicion del fenotipo senescente, se evaluaron la actividad B-
galactosidasa mediante un procedimiento histoquimico y la expresién de p16INK4A y

p21CIP1, dos inhibidores del ciclo celular.3°%

Para la induccién de senescencia se utilizé un protocolo de exposicién cronica a estrés
oxidativo, incubando los cultivos a 150 uM de H,0; por 90 minutos, durante tres dias
consecutivos. *? Siguiendo este esquema, luego de 12 dias de comenzado el dafio, mas
del 80% de las células en cultivo presentaron actividad B-galactosidasa (B-GAL+). El
tratamiento con polifenoles, 2 horas antes de cada exposicién a H;0. redujo
significativamente el porcentaje de células B-GAL+ a 47% en los cultivos que recibieron

CAF y 45% en aquellos que recibieron CHL (Figura 20).
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Figura 20: Evaluacion de la actividad 8-galactosidasa en cultivos control, expuestos a
dafio oxidativo crénico (H150*3) y tratados con polifenoles antes de cada exposicion
(CAF*3+H150%*3 o CHL*3+H150%*3). A, microfotografias de los cultivos que muestran
las células 8-GAL+ en cada condicidn. Estas células son de mayor tamafio que las 6-
GAL-, otro marcador de la senescencia. B, cuantificacion del nimero de células 6-GAL+

presentes en cada caso.

Resultados similares se observaron al evaluar los niveles de los inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas p16 y p21. La incubacién con CAF y CHL disminuyd los niveles
de ambas proteinas al 30 y 47% comparados con cultivos expuestos a dafio oxidativo
cronico sin pretratamiento con polifenoles (Figura 21). En conjunto, estos resultados
indicaron que el pretratamiento con polifenoles previene el desarrollo del fenotipo

senescente en células ARPE-19.
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Figura 21: Evaluacion por Western blot de los niveles de las proteinas inhibidoras de
las quinasas dependientes de ciclinas p16INK4A Y p21CIP1. Las barras muestran los
valores de cultivos control, cultivos expuestos a dafio oxidativo cronico (H150*3) y
cultivos tratados con polifenoles antes de la exposicion al agente oxidante
(CAF*3+H150*3 o CHL*3+H150%*3). Resultados normalizados a la cantidad de actina

presente en cada muestra.

3.5 Vias de proteccion activadas por CAF y CHL

3.5.1 Evaluacion de los niveles de activacion de CREB

La activacion por fosforilacion del factor de transcripcion CREB implica, un aumento en
la expresion de genes que regulan la supervivencia, el crecimiento y la diferenciacion en

células del sistema nervioso.*®'*” Esto, junto con el hecho de que muchos polifenoles
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tienen accion sobre CREB, le da una relevancia importante al momento de evaluar las

posibles vias de sefalizacién involucradas en los efectos de CAF y CHL.

Los polifenoles se aplicaron durante 2 h antes de la exposicidon a H,0, durante 90 min,
del mismo modo que para la deteccidon de p-H2AX. Se tomaron muestras a las 2 horas
(fin del tratamiento con polifenoles) y a las 4 horas (media hora después de finalizado el
dafio oxidativo). Los cultivos que no tenian tratamiento o dafio permanecieron el tiempo

correspondiente en medio fresco.

En las células expuestas a CAF o CHL sin exposicion a dafio oxidativo, se observd un
aumento significativo de los niveles de p-CREB a las 2 h (es decir, al final de la incubacién
con los polifenoles). El medio con CAF o CHL fue entonces reemplazado por medio
fresco, donde se incubaron las células por otras 2 h. Cumplidas las 4 h, el aumento de p-

CREB se mantuvo, a pesar de que los polifenoles ya habian sido retirados del medio.
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Figura 22: Niveles de p-CREB medidos por Western blot. Izquierda, tratamiento con
CAF. Derecha, tratamiento con CHL. Resultados normalizados a la cantidad de actina
presente en cada muestra. Las barras representan cultivos control, cultivos sdlo
tratados con CAF o CHL, cultivos sélo expuestos a dafio oxidativo (H150) y cultivos

tratados con polifenoles y luego expuestos a dafio (CAF+H150 o CHL+H150).

El daifio con 150 uM de H,0; por 90 minutos también incrementd los niveles de p-CREB.
Este incremento se debié muy probablemente a la respuesta normal de las células frente

al estrés oxidativo y alcanzé valores similares a los que generan los polifenoles.

La activacién de p-CREB en cultivos tratados con polifenoles y luego expuestos a dafio
oxidativo fue la mds alta de todos los casos estudiados, siendo significativamente

superior a la alcanzada en la respuesta al daino.

Estos resultados sugieren que la incubacién con CAF y CHL “prepara” las defensas
celulares contra el estrés oxidativo, permitiéndole a las células no solo tener la
maquinaria lista para afrontar el dafio, sino también responder de forma mas eficiente

y con una expresion mayor de los genes de supervivencia.

3.5.2 Expresion de BCL2

Uno de los principales blancos de p-CREB es el mecanismo que controla el aumento en
la expresion de BCL2 (nombre derivado del inglés B cell ymphoma 2).?° Es debido a esto
gue decidimos estudiar si el aumento en la activacion de p-CREB producido por los

polifenoles de la YM se correspondia con un aumento en la expresion de BCL2.
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Siguiendo un patrén similar al observado con p-CREB, los resultados de Western blot
mostraron que, cuando los cultivos fueron incubados con polifenoles, la expresion de
BCL2 aumentd con respecto a controles sin tratar. El aumento de BCL2 inducido por CAF
fue significativo una vez completado el tratamiento (CAF 2 h) y se mantuvo a las 4 horas
(luego de dos horas extra en medio fresco). El efecto de CHL fue similar, solo que el

incremento de BCL2 a las 2 h no resultd estadisticamente significativo, como si lo fue 2

h mas tarde.
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Figura 23: Niveles de expresion de BCL2 medidos por Western blot. Izquierda,
tratamiento con CAF. Derecha, tratamiento con CHL. Resultados normalizados a la
cantidad de actina presente en cada muestra. Las barras representan cultivos control,
cultivos sélo tratados con CAF o CHL, cultivos sélo expuestos a dafio oxidativo (H150)

y cultivos tratados con polifenoles y luego expuestos a dafio (CAF+H150 o CHL+H150).

En respuesta al oxidante, BCL2 aumentd de forma simultanea al incremento de p-CREB.
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El mayor incremento de BCL2 se dio en cultivos tratados con polifenoles y luego
expuestos al oxidante. Este resultado coincidié con el observado para p-CREB y confirmé
gue la incubacién con CAF y CHL le permitié a los cultivos tener la maquinaria celular

preparada para responder de forma mas eficiente frente al dafo.

3.5.3 Activacion de vias antioxidantes

Con el fin de evaluar si CAF y CHL eran capaces de activar otras vias de proteccién incluso
en ausencia de dafio oxidativo, estudiamos el comportamiento de la expresion de NRF2
y SOD2 dado que son genes involucrados en la defensa antioxidante (ver seccion
1.3.4.3). La activacion de NRF2 es la principal via de proteccidn celular frente al estrés
oxidativo. Esta proteina actia como factor de transcripcidon, modulando la expresion de
enzimas antioxidantes y con capacidad de detoxificacibn como por ejemplo

SO D2 .162,179,271

Ademas, estudiamos la expresién de sirtuina 1 (SIRT1), otro gen involucrado en la
defensa celular. Las sirtuinas son enzimas desacetilasas de histonas que utilizan
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) como cofactor. SIRT1 es el miembro mas
estudiado de la familia ya que actla como sensor energético y su actividad es de gran
relevancia en el control de la homeostasis celular en respuesta al estrés. También regula
diversos procesos entre los que se incluyen la reparacién de ADN, la apoptosis, la
biogénesis mitocondrial y la respuesta inflamatoria, lo que la ubica en un papel principal

como agente protector frente al envejecimiento.?’%?73

Los cultivos fueron expuestos durante 2 horas a CAF o CHL y luego mantenidos en medio

fresco durante 2 h mas. Se tomaron muestras al momento de retirar los polifenoles (2
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horas) y al finalizar la incubacién con medio fresco (4 horas). Luego se extrajo el ARN y

se analizaron los niveles de NRF2, SOD2 y SIRT1 por gPCR.
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Figura 24: Expresion de NRF2, SOD2 y SIRT1 evaluada por qPCR. Las barras
representan cultivos control y cultivos tratados con CAF o CHL a 2 y 4 horas. Se grafica

la tasa de cambio respecto del gen control (GAPDH) de cada muestra.

Luego de la exposicion a polifenoles durante 2 h, los niveles de NRF2 y SIRT1 duplicaron
los valores de cultivos controles. El incremento de SOD2 fue menor pero igualmente
significativo. A las 4 horas sdlo los cultivos tratados con CAF mantuvieron elevados los
valores de NRF2 y SIRT1 con respecto al control, mientras que ambos polifenoles
generaron un aumento duradero de SOD2, que continud incluso luego de 2 horas de

remover el tratamiento (Figura 24).
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3.6 Efecto del extracto soluble de YM

3.6.1 Viabilidad celular

Una vez demostrado que los polifenoles aislados de la YM fueron capaces de proteger a
las células ARPE-19 del estrés oxidativo, activando vias de supervivencia y antioxidantes
y previniendo el desarrollo del fenotipo senescente prematuro, nos propusimos evaluar

si era posible obtener el mismo efecto protector utilizando un extracto soluble de YM.

Los cultivos de células ARPE-19 fueron preincubados durante 2 horas con el extracto a
dos concentraciones diferentes, 125 pg/ul y 250 pg/pl (YM125 y YM250
respectivamente) y luego expuestos a estrés oxidativo utilizando H;O; para ser

evaluados por MTT como se explicd en la seccién 3.1.

La exposicidn al oxidante redujo la viabilidad celular a niveles similares a los observados
previamente: 64 + 2% con H300 y 56 + 3% con H450, en comparacion con cultivos
control). El pretratamiento con ambas concentraciones de YM no sélo no afecté la
viabilidad celular, sino que ademas redujo significativamente el efecto tdxico asociado

al estrés oxidativo para las dos concentraciones de H;0,.

Como se observa en la figura 25, la supervivencia de los cultivos pretratados con YM125
fue del 86 + 2% y 67 + 7% luego de H300 y H450 respectivamente. La incubacion con
YM250 tuvo un efecto aun mayor, manteniendo el 90+ 3% de viabilidad luego de

exponer a H300 y 85 + 4% luego de H450.

Estos resultados coincidieron con los observados al analizar los polifenoles individuales
de la YM, permitiendo atribuirle el mismo efecto protector frente al estrés oxidativo al

extracto soluble utilizado.
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Figura 25: Resultados de viabilidad medida por MTT en cultivos control, tratados con
YM125 o YM250, expuestos a 300 o 450 uM de H,0, (H300 o H450), y pretratados
previo al dafio con YM125 (YM125+H300 o YM125+H450) y YM250 (YM250+H300 o

YM250+H450).

3.6.2 Prevencion del fenotipo senescente

Como ultimo paso para determinar si el extracto soluble de YM presentaba el mismo
efecto in vitro que sus polifenoles, evaluamos si la preincubacién de cultivos de ARPE-
19 con YM125 y YM250 en el esquema de tratamiento y dafio explicado en la seccién

3.4 prevenia el desarrollo del fenotipo senescente prematuro.

Nuevamente, la exposicidn al oxidante determiné que alrededor del 80% de las células
en cultivo presentaran actividad [B-galactosidasa asociada a senescencia. La
preincubacién con YM redujo el numero de células B-GAL+ a valores cercanos al 50%

utilizando ambas concentraciones del extracto.
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Figura 26: Evaluacion de la actividad 8-galactosidasa en cultivos control, expuestos a
dafio oxidativo crénico (H150*3) y tratados con extracto soluble de YM previo a la
exposicion (YM125*3+H150*3 o YMZ250*3+H150%*3). A, microfotografias de los
cultivos donde se puede observar las células 8-GAL+ en cada condicion. B,

cuantificacion del numero de células 6-GAL+ presentes en cada caso.

Estos resultados, junto con la evaluacion de la viabilidad celular permitieron concluir que
el extracto soluble de YM fue capaz de reducir el dafio oxidativo in vitro, evitando la

muerte celular y el desarrollo del fenotipo senescente.
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4 DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS: EXTRACTOS DE ILEX

PARAGUARIENSIS EN LA DEGENERACION DEL EPR IN VIVO

En esta parte del trabajo de Tesis examinamos los efectos de YM sobre un modelo
experimental in vivo, en ratones C57, que simula las alteraciones del EPR y de la retina
presentes en la DMAE. Para lograr este objetivo, fue necesario desarrollar algunos

métodos que debemos describir aqui.

4.1 Procedimientos desarrollados para este objetivo

4.1.1 Extraccién del EPR para Western blot y gPCR

Hasta el momento existen muy pocos protocolos de aislamiento de células del EPR que
permitan obtener células viables en forma sencilla y reproducible. Ademas, en la
mayoria de esos protocolos las células obtenidas tienden a perder algunas de sus
caracteristicas y no permiten obtener células del EPR cultivables de animales

adultos.?4?7>

Algunos grupos de investigacidn utilizan medios mecanicos para separar las células del
EPR de la coroides.?’®?° Estos procesos suelen realizarse con ojos de animales de
tamafio considerable pero no son simples de utilizar con ojos murinos debido a su
tamafio pequefio. Aqui el daifo causado por la manipulacidon genera la muerte de una

gran cantidad de células.

Existen protocolos que usan métodos enzimaticos para la separacién del EPR. Dos de las
enzimas mas utilizadas son la dispasa y la hialuronidasa, sin embargo, ninguna de las dos

enzimas es eficaz para romper las uniones entre el EPR y la coroides.?’>277.278.280-283 E| yso
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de tripsina demostré ser de utilidad en este aspecto permitiendo obtener células, sin

dafarlas en el proceso.?8>2%

Para obtener suspensiones de EPR, se modificaron los protocolos existentes
(principalmente el publicado por Fernandez-Godino y colaboradores®®), generando un
nuevo método de extraccidon que permite obtener células viables de una forma mas
simple, rapida y eficiente. Nuestro protocolo no sélo sirve para recolectar células de
ratones jovenes, ya que demostramos su utilidad en animales de edades entre 8
semanas hasta 1 afio. Ademas, las células obtenidas pueden cultivarse y mantienen las

caracteristicas tipicas del EPR.

Antes de extraer los ojos, los animales son mantenidos en oscuridad durante 24 horas.
En esas condiciones la retina neural y el EPR se disocian naturalmente permitiendo su
separacion sin necesidad de utilizar reacciones enzimaticas ni métodos mecanicos que

dafien los procesos apicales celulares y disminuyan la viabilidad del EPR.28¢

Luego son eutanasiados por dislocacion cervical bajo luz roja, los ojos son enucleados y
sumergidos en solucidn salina, permaneciendo en hielo hasta el momento de la

diseccion.

Los ojos son colocados en solucién salina y manipulados bajo un microscopio de
diseccién (Figura 27.A), donde se limpian los restos de tejidos muscular y conectivo
(Figura 27.B) y se remueve la cérnea cortando la esclera en forma circular a la altura de
la ora serrata (Figura 27.C-E). Luego se extraen el cristalino y la retina neural dejando
intacta la “copa ocular” compuesta por el complejo esclera-coroides-EPR (Figura 27.F,G).
Las copas oculares son incubadas en tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) a 37 °C por 45 minutos
(en tubos Eppendorf de 1,5 ml, Figura 27.H). Concluido el tratamiento enzimatico, las
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copas son tomadas desde el nervio éptico y agitadas verticalmente para permitir que las
laminillas de EPR desprendidas caigan al fondo del tubo (Figura 27.1). Se centrifugan las
células a 1800 r.p.m. por 5 minutos y luego son resuspendidas en medio fresco si van a

ser cultivadas o lisadas en trizol para realizar analisis de qPCR o Western blot.

Figura 27: Procedimiento para la obtencion de células de EPR viables

4.1.2 Puesta a punto del modelo in vivo de dafio oxidativo del EPR

Como se explicd previamente, la DMAE es una patologia multifactorial dificilmente
replicable en condiciones experimentales.>”® Una de las estrategias mas utilizadas es la
generacion de dafio oxidativo mediante la administracion de compuestos oxidantes,
siendo el NalOs uno de los mas utilizados, por su capacidad de dafiar selectivamente las

células del EPR in vivo.5%%°
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Existen diversos reportes que exploran los efectos del NalOs en el EPR utilizando
diferentes vias de administracidon. Entre ellas las mds usuales son las inyecciones

intravenosas, intraperitoneales y retro orbitales,5869263,287-292

Durante el desarrollo de esta tesis se realizé una primera aproximacién al modelo de
dafio in vivo utilizando NalOs administrado por via intravenosa. Se testearon diversos
esquemas de dafio, en los que se varié el nimero de dosis y la concentraciéon de
oxidante. La inoculacion con dosis de 20 y 30 mg/kg de oxidante generd un marcado
daino en el EPR de los animales que no pudo ser revertido por el consumo de YM.
Partiendo de ese resultado se procedio a realizar el dafio utilizando dosis de 5y 10 mg/kg
de oxidante, en administraciones Unicas o repetidas durante 2-3 dias. Bajo estas
condiciones no se produjo daifo detectable del EPR. Finalmente se ensayé la via
intraperitoneal con dosis de 20 mg/kg de oxidante, que permitio observar el dafio a los

7 dias, tanto por evaluacién funduscépica, como por observaciones histolégicas.

4.2 Andlisis de fondo de ojo

La exploracién del fondo de ojo u oftalmoscopia consiste en la visualizacién de la retina
y del disco 6ptico a través de la pupila y de los medios transparentes del globo (cérnea,
humor acuoso, cristalino y humor vitreo). Constituye uno de los procedimientos mas
sencillos para la evaluacién de las enfermedades de la retina. Aunque ha sido superado
por las diversas formas de Optical Coherence Tomography (OCT) sigue siendo un valioso
auxiliar para el control clinico de las enfermedadades de la retina. La evaluacién del

fondo ocular en el ratén ya fue descripta en el capitulo de Métodos.

Con el fin de evaluar si la YM también presentaba un efecto protector in vivo y debido a

su consumo, administramos por via oral el extracto soluble (preparado al 40% como se
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explicé anteriormente) a ratones de la cepa C57BI/6 de forma diaria durante 3 dias. El
tercer dia, 2 horas luego de la administracién de YM, los ratones fueron expuestos a
dafio oxidativo utilizando NalOs (20 mg/kg. IP). La administracién de YM por via oral

continud durante los 7 dias subsiguientes.

Transcurridos 7 dias luego del dafio, se procedié a analizar el fondo de ojo. Los animales
que fueron expuestos a dafio oxidativo presentaron una pigmentacion irregular del
fondo, con zonas practicamente sin pigmentacién lo que evidencié una alteracién del

tejido en esas regiones.
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Control N20mg/kg Y+N20mg/kg

Figura 28: Evaluacion del fondo de ojo en animales control, expuestos a dafio (N20

mg/kg) y con tratamiento de YM previo al dafio (Y+N20 mg/kg).

En el caso de los animales que consumieron YM de forma previa al dafio, la evaluacién
del fondo de ojo mostré una imagen de pigmentacion homogénea y regular, que no

diferia de lo observado en animales control que no fueron expuestos a dafio oxidativo.
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Estos resultados demostraron que, en nuestro modelo, el consumo de YM contrarresté
el efecto téxico del NalOs en las células del EPR permitiendo mantener las caracteristicas

del fondo de ojo observadas en ratones sanos.

4.3 Andlisis de la histoarquitectura de la retina por la técnica de rojo neutro

Partiendo de las observaciones realizadas analizando el fondo de ojo, decidimos evaluar
la integridad histoldgica de la retina en animales expuestos a las mismas condiciones de

dafo oxidativo con y sin consumo previo de YM.

Como puede verse en la figura 29 el dafio del EPR producido por el dafio oxidativo
también resulté evidente en el analisis histologico. La estructura en monocapa
caracteristica de este epitelio desaparecido completamente en el drea central de la retina
de animales expuestos a oxidante, donde ademas se observaron células de mayor
tamafio con acumulos de pigmento que parecian invadir la capa de los segmentos
externos de los fotorreceptores. La capa nuclear externa disminuyd su grosor si se la

compara con retinas de animales control y presenté pliegues hacia las capas adyacentes.

La estructura histoldgica de las retinas de animales tratados con YM y expuestos a daiio
oxidativo no presentd diferencias con respecto de las retinas control, mostrando que el

tratamiento con YM evito el daino al EPR y los fotorreceptores.
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Figura 29: Evaluacion histoldgica de la integridad de la retina en animales control,
expuestos a dafio oxidativo (N20mg/kg) y con tratamiento de YM previa al dafio

(Y+N20mg/kg). Barras de calibracion: panel superior 200 um; panel inferior 50 um

Como se observa en la figura 29, el consumo de yerba previno la alteracion de la
estructura histoldgica de la retina producida por dafio oxidativo. Puede verse que las
capas de la retina se mantuvieron organizadas de la misma forma que en animales
control. Ademas, las células del EPR se encontraron en monocapa, sin perder las
caracteristicas morfoldgicas (tamafio y forma) normales y adheridas a la membrana de

Bruch.
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4.4  Vias de sefializacion intracelulares activadas por el consumo de YM

4.41 Vias antioxidantes

Como se explicd anteriormente, las principales vias antioxidantes estdn reguladas por el
factor de transcripcion NRF2. En la seccion 3.5.3, demostramos que CAF y CHL fueron
capaces de incrementar la expresion in vitro tanto de NRF2 como de SOD2, uno de los
principales genes regulados por este factor transcripcional. Debido a esto, luego de
haber determinado el efecto protector del consumo de yerba mate in vivo por anélisis
de fondo de ojo e histoldgicos, nos propusimos evaluar si la proteccién frente al estrés
oxidativo generado por NalOs se debia a la activacién de las mismas vias observadas in

vitro.

En este caso se midieron por qPCR los niveles de expresiéon genéticos de NRF2, SOD2 y
otros dos genes regulados por NRF2, HO-1 y NQO1 en células aisladas del EPR de ratones
tratados o no con YM. Los animales recibieron el extracto soluble de YM tres dias
seguidos. El tercer dia fueron inyectados por via intraperitoneal con NalO3 20 mg/kg dos
horas luego de la administracidén de la YM. Las muestras de EPR fueron tomadas a las 2

y a las 4 horas luego del dafo.

El analisis de la expresidon de NRF2 demostrd que el consumo del extracto soluble de YM
incremento los niveles de ARN mensajero de este factor de transcripcion en las células
del EPR con respecto a animales que no recibieron YM. Este aumento alcanzo valores
similares a los observados como respuesta a dafno oxidativo en animales inyectados con

NalOs.
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Figura 30: Evaluacion de los niveles de expresion del gen de NRF2 en animales control,
con administracion de YM (YM2h y YM4h), y expuestos a dafio oxidativo con y sin
administracion de YM (YM+ NalOs y NalOs, respectivamente). Se grafica la tasa de

cambio respecto del gen control (actina) a las 2 y 4 horas luego del daiio.

En el caso de los animales que consumieron YM vy luego fueron expuestos a dafio
oxidativo pudo verse que los niveles de NRF2 fueron significativamente superiores a los
alcanzados como respuesta al daiio, indicando que las células del EPR respondieron de

forma mas eficiente al NalO3 cuando se le administréo YM a los animales.

En linea con esta observacién, la expresion de SOD2 y HO-1 siguidé el mismo patrén

observado en NRF2.

Los animales que consumieron YM expresaron mayores niveles de estos genes
comparados con los observados en animales control y similares a los alcanzados como

respuesta al dafio oxidativo en las células del EPR.
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Figura 31: Niveles de ARN mensajero de SOD2 y HO-1 evaluados por gPCR en ratones
control, con administracion de YM (YM2h y YM4h), y expuestos a dafio oxidativo con
y sin administracion de YM (YM+ NalOsz y NalOs, respectivamente). Se grafica la tasa

de cambio respecto del gen control (actina) a las 2 y 4 horas luego del dafio.
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Nuevamente, a cada tiempo, los niveles de expresidn genética de estas enzimas
antioxidantes en animales que consumieron YM y fueron expuestos a dafio oxidativo
fueron significativamente superiores a los observados en animales que sdlo recibieron
la inyeccidon de NalOs. Este resultado demostrd que las defensas antioxidantes del EPR
respondieron con mas potencia frente al dafio oxidativo cuando los animales

consumieron YM.

Contrariamente a estos resultados, la expresion de NQO1 no se vio modulada ni por el

consumo de YM ni como respuesta al dafio oxidativo.
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Figura 32: Niveles de ARN mensajero del gen de la enzima antioxidante NQO1
evaluados por gPCR en ratones control, con administracion de YM (YM2h y YM4h), y
expuestos a dafio oxidativo con y sin administracion de YM (YM+ NalOsz y NalOs3,
respectivamente). Se grafica la tasa de cambio respecto del gen control (actina) a las

2y 4 horas luego del daiio.
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Este resultado parece indicar que la respuesta al dafno generado por NalOs en células
del EPR ocurrid por la activaciéon de NRF2 y el efecto antioxidante y detoxificante de
SOD2 y HO-1 pero no por la accién de la enzima NQO1, aunque posiblemente también
intervinieron otros genes que aqui no fueron explorados. Ademas, los experimentos in
vitro demostraron que el efecto protector de los polifenoles de la YM se asociaba con
un aumento en la activacion de CREB (seccién 3.5.1). Cabe destacar que tanto SOD2
como HO-1 también estan regulados por p-CREB mientras que el gen de la enzima NQO1

no lo esta.

4.4.2 Viasinvolucradas en la funcion visual

Como se explicd previamente en la seccidn 1.1.5, la proteina RPE65 cumple un rol vital
en el funcionamiento del EPR, participando en el ciclo visual y previniendo la

acumulacién componentes oxidantes en el tejido.

Con el fin de evaluar un posible efecto de la YM sobre la funcionalidad del EPR, se evalud
la expresidon genética de RPE65 en el EPR de animales que consumieron YM y fueron o

no expuestos a dafio oxidativo.
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Figura 33: Niveles de ARN mensajero del gen de la proteina RPE65 evaluados por gPCR
en ratones control, con administracion de YM (YM2h y YM4h), y expuestos a dafio
oxidativo con y sin administracion de YM (YM+ NalOs y NalOs, respectivamente). Se
grafica la tasa de cambio respecto del gen control (actina) a las 2 y 4 horas luego del

dafo.

En la figura 33 puede verse que el consumo de YM incrementé los niveles de expresion
del gen de RPE65 en el EPR. Un resultado interesante fue que, mientras que el dafio
oxidativo no parecio afectar la expresion de RPE65, los animales que consumieron YM y
fueron inyectados con NalQOs si presentaron un aumento. Este aumento fue similar al
inducido por el consumo de YM, demostrando que la modulaciéon de la expresion
genética se dio Unicamente como consecuencia del tratamiento y no como respuesta al

dano.
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5 DISCUSION

5.1 Efecto de la YM y sus polifenoles in vitro

En este trabajo demostramos que la YM vy sus principales polifenoles, CAF y CHL
promueven la supervivencia y previenen la senescencia prematura en células ARPE-19

sometidas a estrés oxidativo en un modelo in vitro de DMAE.

5.1.1 Mecanismos de proteccién activados por los polifenoles in vitro

La deteccion fluorescente de especies reactivas de oxigeno demostré que tanto CAF
como CHL disminuyeron la acumulacién intracelular de EROs, lo que podria explicar la
prevencion del dafio del ADN (evidenciada por una disminuciéon en la expresion de
pH2AX), de la muerte celular y de la induccion del fenotipo senescente. La capacidad
deambos polifenoles para capturar radicales libres es mucho mas alta que la de Trolox
o N-acetilcisteina, lo que sugiere que CAF y CHL podrian proporcionar a los tejidos un
control rapido y eficiente de los entornos oxidativos.?*® Sin embargo, los mecanismos
indirectos, como la regulacidén positiva de CREB y NRF2, son posiblemente los mas
importantes, ya que persisten aun después de ser eliminados los polifenoles.?®* Ambas
vias de sefializacién fueron activadas por CHL y CAF. Como se explicd en detalle en la
seccidon 1.3.4.2, la sefalizacion de CREB es uno de los mecanismos celulares pro-
supervivencia mas importantes.?*>*® CREB aumenta la respuesta antioxidante y estd
demostrado que la artemisinina, una lactona sesquiterpénica que promueve la
supervivencia de las células del EPR, también activa la fosforilacion de CREB.*%%¢ La

sefializacion por p-CREB esta involucrada en la expresidn nuclear de la histona de
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reparacion del ADN p-H2AX y la regulacion positiva de BCL2, como se ha demostrado en

diferentes modelos de dafio.?7-%%°

En condiciones de equilibrio redox, NRF2 se une a la proteina 1 asociada a ECH similar a
Kelch (Keapl del inglés Kelch-like ECH-associated protein 1) y se degrada rapidamente.
Los polifenoles modifican Keap1, induciendo la liberacién de NRF2 y su translocacién al
nucleo.?® NRF2 parece estar directamente involucrado en la patogénesis de la AMD, ya
que animales que carecen del gen de NRF2 desarrollan una degeneracion retiniana
progresiva que incluye depdsitos similares a los drusen caracteristicos de la DMAE
humana.’® Los mecanismos celulares dependientes de NRF2 reducen los niveles
intracelulares de EROs a través de la regulacion de antioxidantes enddgenos, enzimas
de detoxificacién de fase Il y otras enzimas celulares, como las SOD, la catalasa y las

involucradas en el metabolismo del glutatién.?

La mayor expresion de SIRT1 inducida por los polifenoles también intervendria en su
efecto protector, ya que los niveles de ARNm de SIRT1 se reducen en la retina envejecida
y son desregulados por el estrés oxidativo.3*2% También es necesaria para los efectos
antiapoptodticos de CHL y se ha demostrado que la administracidn crénica de resveratrol
aumenta su expresion.>*3% [a regulacién positiva de SIRT1 y NRF2 también podria estar
mediada por CREB y ambas vias promoverian el aumento en la expresion de otros genes
antioxidantes como SOD2.3%3% En nuestro modelo tanto CAF como CHL también
aumentaron la transcripcion de SOD2, una de las principales defensas contra el anién

superoéxido.3”’
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5.1.2 Dosis utilizadas in vitro

A las concentraciones elegidas para los experimentos in vitro, el extracto soluble de YM
y sus polifenoles proporcionaron niveles semejantes de proteccién. Un estudio sobre la
composicion de la YM mostro la presencia de 178,32 mg/g de polifenoles totales, 91,40
+1,75mg /gde CHLy 1,54 £ 0,11 mg / g de CAF.?* Un informe mas reciente arrojo
resultados comparables: 123,52 + 7,87 mg/g de CHL, 27,75 = 1,61 mg/g de acido
dicafeoilquinicoy 2,41 + 0,22 mg/g de CAF.3%® Dado que el efecto sobre la supervivencia
y prevencién de senescencia después de YM250 alcanzdé niveles similares a los
observados en cultivos tratados con CAF 70 uM o CHL 100 uM, la proteccién que brinda
la YM in vitro puede atribuirse a los diversos polifenoles presentes en el extracto. Las
concentraciones de polifenoles utilizadas en nuestro modelo in vitro serian compatibles
con el consumo humano tipico, ya que el volumen de ingestién diaria promedio de YM
(4 tazas o 1 1) contendria 3,2 g de la preparacion seca, que proporcionarian
aproximadamente 300 mg de CHL y 5 mg de CAF. Este Ultimo se absorbe principalmente
en el estdbmago.?* La absorcidon y metabolizaciéon del CHL comienzan en el estémago
pero contindan en el intestino, donde este polifenol es metabolizado por la microbiota
del colon, principalmente a acidos ferulico o cafeico libres.?*> Sin embargo, se pueden
obtener cantidades mayores de polifenoles a partir del consumo de YM por la

preparacion tradicional mediante extraccién en caliente de las hojas de YM. 193217219

5.2 Efecto del consumo de YM en el dafio oxidativo del EPR

Con el fin de determinar si el papel protector de la yerba mate observado in vitro

también podia observarse en modelos in vivo de degeneracién del EPR inducida por
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estrés oxidativo, y sobre todo si el consumo de YM era capaz de generar dicho efecto en
el tejido ocular, investigamos el efecto nocivo del agente oxidante NalOsz en animales
gue consumieron YM de forma oral y lo comparamos con animales sin administracién
de la infusién. Se ha explicado previamente que el NalOs induce la degeneracién
selectiva del EPR y la consiguiente degeneracion de la retina (Seccion 1.4.2). Ademas,
los agentes oxidantes selectivos del EPR se han utilizado en multiples trabajos como
modelo de envejecimiento acelerado de la retina, tanto in vivo como in vitro.>3%89.73-75
En conjunto nuestras observaciones ponen de manifiesto que el consumo de la infusién
de YM, a la concentraciéon estudiada, es suficiente para prevenir el dafio oxidativo del

EPR provocado por NalOsy las consiguientes alteraciones de la estructura retiniana.

5.2.1 Activacion de las defensas antioxidantes en el EPR in vivo

Uno de los principales mecanismos de dafio del NalOs se basa en la generacién de EROs
intracelulares en el EPR. Esto coincide con lo que ocurre durante el envejecimiento
normal, donde la acumulacion intracelular de estos radicales genera dafio oxidativo en
diversas molécula, especialmente del ADN, llevando a la muerte y/o al desarrollo del
fenotipo celular senescente. Las células poseen defensas naturales contra este estrés
oxidativo pero, como se explicé anteriormente en la seccidén 1.2.2, cuando estas
defensas fallan o son insuficientes es cuando comienza el dafo tisular. Entre los
principales factores de transcripcién que activan enzimas antioxidantes se encuentra
NRF2. En nuestros ensayos, el extracto de YM y sus polifenoles aislados fueron capaces
de incrementar la expresién de NRF2 tanto in vitro como in vivo. El mismo aumento fue
observado al analizar la expresiéon de SOD2 y HO-1, dos de las enzimas antioxidantes

activadas por NRF2, confirmando el efecto potenciador del consumo de YM en la

113



activacion de esta via antioxidante. El incremento de estas enzimas detoxificantes puede
explicar la ausencia de dafio en el EPR en los ratones tratados que recibieron iodato de

sodio.

Curiosamente, no observamos modificaciones en los niveles de NQO1, una molécula
habitualmente utilizada como marcador de los efectos anti-estrés oxidativo del NRF2.
Sin embargo, los datos de la bibliografia indican que las modificaciones de NQO1 en la
retina solo han sido observados en periodos tardios, 7 dias in vivo y de 6 a 8 horas en
experimentos in vitro.3*3% Por lo tanto, los cambios en la expresién de NQO1 podrian

no ser detectables a sdlo 4 h de la lesidn oxidativa in vivo.

Las proteinas estudiadas son una pequefia muestra del total de proteinas capaces de
interactual con los polifenoles. Estos pueden relacionarse con mas de 5000 proteinas,
incluyendo los receptores acoplados a proteinas G similares a la rodopsina.3!! Los
flavonoides como la quercetina, que también se encuentran en los extractos de YM,
modulan la conformacidn de la opsina libre de ligando, controlando su asociacién con el
cromoéforo. Ademas, los flavonoides mejoran la biosintesis de la rodopsina y aumentan

la presencia en la membrana de la opsina de tipo salvaje y su mutante P23H.312

5.2.2 Efecto del consumo de YM en los niveles de RPE65

La proteina RPE65 es un marcador de EPR maduro y cumple un rol vital en el
funcionamiento del EPR por su participacion en el ciclo visual de la vitamina A. Por otro
lado, diversos estudios demostraron que los niveles de RPE65 se encuentran

disminuidos en algunos modelos de DMAE .%7:2%°
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En nuestros experimentos in vivo se observé un incremento de RPE65 en animales que
consumieron yerba mate, independientemente de que recibieran dafio oxidativo. Los
niveles alcanzados por los animales tratados no fueron significativamente distintos a los
alcanzados en animales tratados y expuestos a dafio, confirmando que el efecto sobre
la expresion de RPE65 es independiente del dafio oxidativo y solo se debe al consumo
de la infusion. Estos resultados indican que los efectos protectores del consumo de YM
no se deben exclusivamente al incremento de las enzimas antioxidantes, ya que también
incluirian una mayor expresién de otras moléculas esenciales para la supervivencia del

EPR.

5.3 Posibles beneficios terapéuticos del consumo de YM

La incidencia de las enfermedades degenerativas de la retina incrementa afio a ano,

esperandose que afecten a mas de 300 millones de personas para el aifio 2040.

Nuestros resultados sugieren que la YM, debido a su alto contenido de polifenoles, es
capaz de proteger al EPR de enfermedades degenerativas de la retina. La disminucién
de los niveles de EROs intracelulares, la activacién de los procesos antioxidantes y la
promocién de la supervivencia, junto con un bloqueo de la senescencia celular
prematura, sugieren que la YM podria tener un papel fundamental en la prevencion del
desarrollo y progresiéon de la DMAE. Ademas de los mecanismos patogénicos explorados
aqui, se ha demostrado que la expresion de VEGF inducida por TGF32 es completamente
anulada por la accidon del acido cafeico fenetil éster, lo que también podria contribuir a
la prevencion de la DMAE neovascular.® Se han descrito varios efectos beneficiosos de

la YM en diversas condiciones de salud (revisados en la introduccién) y el uso tradicional
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sugiere que esta bebida se puede consumir en grandes cantidades, lo que facilitaria que
los niveles de polifenoles en plasma alcancen los valores efectivos para retrasar los

dafios asociados al envejecimiento.?®

Un estudio reciente realizado en pacientes sanos a los que se les suministrd una capsula
que contenia un extracto soluble de YM similar al utilizado en este trabajo de tesis,*®
mostré que los valores de capacidad antioxidante sérica aumentaron significativamente
después de 7 y 30 dias de ingesta de capsulas de YM. La actividad de SOD2 se mantuvo
significativamente mas alta que en los controles durante todo el estudio, inclusive al
cabo de 60 dias. Este es el primer estudio con individuos sanos que demostré los efectos
antioxidantes de cédpsulas de extracto seco de YM, poniendo en evidencia el aumento
de biomarcadores antioxidantes con una disminucién concomitante de biomarcadores
de peroxidacion lipidica, como consecuencia del consumo del extracto. Estas capsulas
podrian funcionar como una alternativa atractiva para consumir YM en cantidades

suficientes para reducir eficientemente el estrés oxidativo.
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6 CONCLUSIONES

Debido a la elevada concentracién de polifenoles en la YM y de su amplia distribucion y
consumo en varios paises de América Latina entre los que se encuentra la Argentina, en
esta tesis se analizo el efecto de sus polifenoles en modelos in vitro de supervivencia y
senescencia celular y en un modelo in vivo de DMAE basado en el estrés oxidativo del

EPR.

Partiendo de la hipétesis de que el consumo de YM seria capaz de activar vias de
proteccion en el EPR frente al estrés oxidativo, evitando en consecuencia el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas de la retina como la DMAE, se pudo llegar a las

siguientes conclusiones

6.1 CAFy CHL protegen del dafio oxidativo in vitro

Nuestros experimentos demostraron que ambos polifenoles son capaces de prevenir el
dafio al ADN en células expuestas a H,O, y el consecuente desarrollo del fenotipo

senescente.

Este efecto pudo ser asociado con una reduccion de la generacidn intracelular de EROs

y con la activacion de vias de supervivencia y antioxidantes.

Las vias activadas por los polifenoles de la YM son las de p-CREB y NRF2, dos factores de
transcripcion de vital importancia en el desarrollo y supervivencia celular y en la defensa
frente a diversos tipos de estrés, entre los que se encuentra principalmente el estrés

oxidativo.
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Ademas, reportamos una modulacién de sirtuina 1, una enzima importante en el
metabolismo celular que se encuentra involucrada en el control de diversos genes y en

la prevencion de la senescencia celular.

6.2 Invitro el extracto soluble de YM posee el mismo efecto que los polifenoles puros

Los resultados reportados en esta tesis muestran que el tratamiento con el extracto
soluble en células ARPE-19 expuestas a dafio oxidativo aumenté la viabilidad celular y
redujo el desarrollo del fenotipo senescente de forma comparable a la producida por

CAF y CHL.

Debido a esto no solo se puede concluir que el extracto soluble de YM es capaz de
brindar proteccidn frente al dano oxidativo, sino ademds que este efecto puede ser

explicado por sus polifenoles.

6.3 El consumo de YM previene la degeneracion del EPR in vivo

Las imagenes de fondo de ojo mostraron que el consumo de YM impidipo el dafio del
EPR luego de la exposiciéon al NalOs que, como se explicé previamente, es un oxidante

que afecta de forma selectiva a estea capa de la retina.

Estos resultados fueron corroborados utilizando técnicas histolégicas que demostraron
la ausencia de alteraciones estructurales de las células del EPR y los fotorreceptores. De
esta manera se puso en evidencia que el consumo de YM permite conservar la
estructura normal de la retina y la morfologia de sus células a pesar de la exposicion a
un fuerte agente oxidante. Cabe destacar que la ausencia de desprendimiento entre el

EPRy los fotorreceptores sugiere fuertemente la ausencia de lesiones funcionales.
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6.4 La YM activa genes importantes para el EPR y de defensa antioxidante in vivo

Al igual que los polifenoles aislados utilizados en los experimentos in vitro, el consumo
de YM incrementd la expresion de vias antioxidantes en el EPR in vivo. La activacién de
NRF2 y por consiguiente de las enzimas de detoxificacion moduladas por este factor de
transcripcion, podrian ser las responsables de la proteccidén del tejido frente al dano
generado por NalOs. Nuestros resultados demostraron que los niveles de NRF2, HO-1y
SOD2 aumentan en los animales que consumen YM y que este incremento es ain mayor
cuando hay exposicion a estrés oxidativo. Vale decir que la YM aumenta la eficiencia de

las defensas antioxidantes, permitiendo al EPR controlar el efecto nocivo del NalOs.

Ademas, demostramos que el consumo de YM también incrementa los niveles de RPE65,
un gen de vital importancia en la funcionalidad de las células del EPR, cuya expresion se

encuentra disminuida en la DMAE.
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