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RESUMEN

El estado de estrés oxidativo se conoce como un desbalance severo en la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y las defensas antioxidantes celulares, inclinando la
balanza a favor de los oxidantes. Este estado genera una pérdida del control en el dafio celular
y una disrupcién de la sefializacion redox, alterando biomoléculas del organismo. Esto se ha
vinculado con el desarrollo de diversas patologias. La incorporacion de compuestos
antioxidantes dietarios colabora con el mantenimiento de los niveles fisiologicos de ROS.
Existen numerosas investigaciones sobre compuestos presentes en alimentos fermentados de
origen vegetal (carotenoides, polifenoles, vitaminas, flavonoides) que se han relacionado con
importantes mecanismos de inactivacion de ROS en estados de estrés oxidativo. En Argentina
la industria de alimentos fermentados de origen vegetal crece de forma constante con el
desarrollo de productos novedosos que intentan sustituir a la leche de vaca. Todos estos
productos apuntan a abarcar un nicho de mercado para aquellas personas con dietas especiales,
por ejemplo, aquellos con ciertos trastornos fisiolégicos como los intolerantes a lactosa,
aquellos que presentan hipercolesterolemia (colesterol alto en sangre) o simplemente, aquellos
que por diferentes razones deciden no consumir alimentos derivados de animales. En el presente
trabajo se evaluaron los efectos antioxidantes de una bebida fermentada de base vegetal (BFBV)
desarrollada en la Universidad Argentina de la Empresa (UADE) sobre la linea celular CHO-
K1 sometida a un estrés oxidativo inducido con el oxidante paraquat. La BFBV se desarrolld
en la planta piloto de produccion de lacteos de la empresa Christian Hansen ubicada en UADE,
dentro del marco de investigacién y desarrollo de productos novedosos Yy alternativos. Para su
formulacion se utilizé un extracto acuoso de almendras, una base de proteinas de habas y el
indculo bacteriano Yoflex®YF-L02 DA de Cristian Hansen. Para el andlisis de la capacidad
antioxidante de la BFBV, se aplic6 un protocolo de medicion de actividad de la enzima catalasa
basado en el seguimiento por espectroscopia ultravioleta de la descomposicion del peréxido de
hidrogeno (H20>) y, ademas, un ensayo de viabilidad celular mediante el ensayo de exclusion
de trypan blue. Los resultados de este trabajo demostraron que los compuestos antioxidantes de
la BFBV colaboran en el control de la sobreproduccién de ROS en células CHO-K1 inducida

por paraquat, impactando sobre la actividad de la enzima catalasa sin afectar negativamente per
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se la viabilidad celular; méas adn, en las células no tratadas con paraquat, la BFBV no afecto la
actividad enzimatica ni la viabilidad. Este trabajo asimismo permitio destacar los potenciales
beneficios de un producto alimenticio novedoso como fuente natural de antioxidantes
protectores frente al dafio molecular por estrés oxidativo, colaborando ello en su promocién
para la profundizacion del estudio de sus efectos en el consumo humano y ulteriormente una
potencial participacion en el mercado. El desarrollo de este PFI estd incluido dentro del
proyecto de investigacion codigo P21T05 a cargo del Dr. Santiago Elias Charif (PhD-UBA,
CONICET, INTEC-UADE).
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ABSTRACT

Oxidative stress is known as a severe imbalance between the production of reactive
oxygen species (ROS) and cellular antioxidant defenses, tipping the balance in favor of
oxidants. This state generates a loss of control of cellular damage and a disruption of redox
signaling, altering the organism's biomolecules. This has been linked to the development of
several pathologies. The intake of dietary antioxidant compounds collaborates with the
maintenance of physiological levels of ROS. Many studies on compounds present in fermented
foods of plant origin (carotenoids, polyphenols, vitamins, flavonoids) have been related to
important mechanisms of ROS inactivation in states of oxidative stress. In Argentina, the plant-
based fermented foods industry is growing constantly with the development of novel products
that attempt to replace cow's milk. All of these products aim to cover a market niche for those
people with special diets, for example, those with certain physiological disorders such as lactose
intolerance or hypercholesterolemia (high blood cholesterol), or simply people who for
different reasons decide not consume animal derived food. In the present work, the antioxidant
effects of a plant-based fermented beverage (BFBV) developed at the Universidad Argentina
de la Empresa (UADE) on the CHO-K1 cell line subjected to paraquat-induced oxidative stress
were evaluated. The BFBV was developed in the dairy production pilot plant of the Christian
Hansen company located at UADE, within the framework of research and development of novel
and alternative products. For its formulation, an aqueous extract of almonds, a bean protein
base and the bacterial inoculum Yoflex®YF-L02 DA from Cristian Hansen were used. The in
vitro experimental design consisted of cells treated with paraquat, a BFBV extract, or a
sequential incubation of both. For the analysis of the antioxidant capacity of BFBV, a protocol
for measuring the activity of the catalase enzyme was employed, based on ultraviolet
spectroscopy monitoring of the decomposition of hydrogen peroxide (H20>) and, in addition, a
cell viability assay using the trypan blue exclusion assay. The results of this work demonstrated
that the antioxidant compounds of BFBV collaborate in the control of paraquat-induced ROS
overproduction, impacting on the activity of catalase without affecting cell survival;

Furthermore, in cells not treated with paraquat, BFBV did not affect enzymatic activity nor
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viability. This work also highlighted the potential benefits of a novel food product as a natural
source of antioxidants that protect against molecular damage due to oxidative stress, thus
collaborating in its promotion for the deepening of the study of its effects on human
consumption and subsequently a potential market share. The development of this PFI is
included within the research project code P21T05 led by Dr. Santiago Elias Charif (PhD-UBA,
CONICET, INTEC-UADE).
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INTRODUCCION
1. OBJETIVO

1.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es la evaluacion in vitro de las propiedades
antioxidantes de una bebida fermentada de base vegetal (BFBV) desarrollada en UADE, sobre

células CHO-K1 sometidas a un estrés oxidativo con el oxidante paraquat.
1.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un disefio experimental in vitro que permita estudiar los efectos
antioxidantes de una BFBV.

e Determinar una concentracion de paraquat que genere un estado de estrés oxidativo sin
impactar en la viabilidad de células CHO-K1.

e Estimar la actividad de la enzima catalasa en células CHO-K1 bajo un estrés oxidativo
inducido por la concentracion de paraquat escogida, y el efecto de una posterior
incubacion con un extracto de la BFBV, asi como el efecto per se de la BFBV sobre las
celulas.

e Evaluar la viabilidad celular luego del tratamiento con paraquat, BFBV 0 ambos en

orden secuencial mediante una prueba de exclusion de tincion con trypan blue.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

A lo largo de la historia de la vida en la tierra surgieron organismos capaces de utilizar
el oxigeno como molécula aceptora final de electrones en el llamado “metabolismo oxidativo”.
Esto generd sistemas de produccion de energia eficaces, otorgando una ventaja evolutiva a los
organismos aerobicos, pero trajo consigo la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Martinez et al., 2003).

La produccion de ROS en los organismos aerobicos puede ser explicada por el
principio de exclusién de Pauli, dos electrones no pueden existir en el mismo estado cuantico
(es decir, poseer los mismos nimeros cuanticos), por lo que deben al menos diferir en su spin
(Allinger et al., 1991). El O en su estado mas estable (oxigeno triplete) tiene dos electrones
desapareados en su ultimo orbital molecular con el mismo ndmero de spin (+%) aungue se
encuentran en distintos suborbitales. Afortunadamente, este estado de oxigeno triplete impide
que la molécula capte dos electrones de forma simultanea en las reacciones que interviene, ya
que la ganancia de electrones debe hacerse de a uno por vez para ir completando los orbitales
moleculares desapareados (proceso denominado “reducciéon monovalente”). Esto genera una
molécula de oxigeno con una reactividad relativamente baja. Sin esta caracteristica, el deterioro
celular o envejecimiento seria mucho mas rapido de lo normal, pero tiene como contrapartida
que algunas reducciones monovalentes son incompletas con la consecuente produccion de ROS
(Halliwell y Gutteridge, 2015).

Las ROS podrian definirse entonces, como metabolitos de oxigeno parcialmente
reducidos con capacidad para producir oxidacion en las macromoléculas de su entorno (Mittal
et al., 2014). Dentro de las ROS se incluyen los radicales libres y moléculas no radicales. En el
grupo de los radicales libres se encuentran el anion superdxido (¢O2’), los radicales hidroxilos
(*OH), peroxilo (ROz¢) y alcoxilo (RO¢). Existen también moléculas no radicales con elevada
capacidad prooxidante como el peroxido de hidrogeno (H20>), el acido hipocloroso (HOCI), el

oxigeno singlete (*O2) y los perdxidos organicos (ROOH) (Carvajal, 2019)
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2.1.1 Radicales libres

Los radicales libres son moléculas capaces de una existencia independiente que
contienen un electrén de valencia desapareado, lo que permite que sean especies sumamente
reactivas con capacidad de transformar (en reaccion en cadena) a otras moléculas en especies
reactivas, con el potencial de causar dafio a diferentes componentes celulares (Martinez et al.,
2003). La concentracion de los radicales libres puede incrementarse por variadas causas, como
el metabolismo de los alimentos, el ejercicio fisico, la contaminacion, consumo de tabaco,
exposicién a radiaciones, a pesticidas y herbicidas (Molina, 2012). Asimismo, los radicales
libres pueden generarse a partir de la ruptura simétrica en las uniones covalentes de una
molécula, dejando dos moléculas “hijas” con un electron desapareado en cada una de ellas. Este
proceso es conocido como fision homolitica (Halliwell y Gutteridge, 2015).

No fue hasta 1969 que se comprobd la existencia de elementos derivados del Oz con
capacidad de generar dafios a las células cuando estos se encontraban en exceso. Desde entonces
el estudio del metabolismo oxidativo y el descubrimiento de enzimas antioxidantes dio lugar a
la investigacion de las ROS y su implicancia en procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos
(Phaniendra, 2015).

Uno de los radicales libres derivados del Oz que se encuentra con mayor abundancia
en el organismo es el anion superdxido (+O2"). Este se forma a partir de la captacion de un
electrén a través de reacciones de autooxidacion de biomoléculas como catecolaminas, flavinas,
hemoglobina, mioglobina y reacciones de oxidacién catalizadas por enzimas, como por ejemplo
la xantina oxidasa, la flavin deshidrogenasa, peroxidasas que transfieren un electron a la
molécula de O, (Martinez Sanchez, 2005). El «O2" es relativamente de baja reactividad para
muchas de las biomoléculas celulares, si se lo compara con otros tipos de radicales libres. Sin
embargo, puede reaccionar rapidamente en presencia de otros radicales, por ejemplo, con 6xido
nitrico (*NO) producido por el endotelio; esto da lugar a la formacion de un oxidante fuerte, el
peroxinitrito (OONO") (Mcintyre et al., 1999). Asimismo, el «O2" puede participar de la reaccion
de Haber-Weiss junto al peréxido de hidrdgeno y iones metalicos (Fe*?/Cu*) como

catalizadores, que conduce a la formacion de especies oxidantes muy reactivas como el radical
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hidroxilo (Brent y Rumack, 1993). La sobreproduccién del anion superdxido esta involucrada
en la fisiopatologia de algunas enfermedades. Por ejemplo, diferentes investigaciones
evidencian un papel importante del O™ en la patogénesis de la arteriosclerosis, a través de
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (White et al., 1994) y la sobreproduccion de
moléculas de adhesion (Marui et al., 1993). Ademas, junto a otros posibles mecanismos, se ha
propuesto que el exceso de O, puede estar directamente implicado en la disfuncion endotelial
a través de una disminucién en la disponibilidad de *NO cuando el anién superéxido formado
excesivamente reacciona con este (Mclntyre et al., 1999). Esta condicidn esta caracterizada por
una reduccion de la capacidad vasorrelajante del endotelio, alteracion relevante en la
hipertensidn arterial (Vanhoutte et al., 2005). Otras investigaciones sugieren que los estados de
estrés oxidativo mediados por el *O> y sus derivados (H202, OONO") desempefian un papel
importante en la evolucion de la insuficiencia cardiaca, contribuyendo indirectamente al
deterioro del corazon. Trabajos realizados en cardiomiocitos aislados han demostrado que el
«O; inhibe rapida e irreversiblemente la fuerza contractil inducida por el Ca*? (Miller y
Macfarlane, 1995) y que el OONO" altera el flujo de Ca*?y dafia el aparato contractil (Ishida et
al., 1996). Otra de las patologias que se asocia a la sobreproduccion de <Oz es la esclerosis
lateral amiotrdfica (ELA). Esta enfermedad neurodegenerativa se caracteriza por una muerte
selectiva de las neuronas motoras. Algunos de los casos se deben a una mutacion en el gen de
una de las principales enzimas encargadas de eliminar los aniones superoxidos (¢O2), la
superoxido dismutasa tipo 1 (Cu/Zn-SOD1). Los andlisis estructurales de la SOD1 mutante
sugieren una menor afinidad por el &tomo de cobre con una consecuente fuga de este ion hacia
otras proteinas afines a él. Esto resulta en una reduccion de la capacidad enzimatica para
eliminar el <027, con la consecuente acumulacion de esta especie radical (Kang y Eum, 2000;
Perez y Arancibia, 2017).

El radical hidroxilo (*OH) es uno de lo méas potentes encontrado en los organismos,
puesto que puede reaccionar con mucha afinidad con lipidos, proteinas y acidos nucleicos del
entorno celular (Brent y Rumack, 1993; Phaniendra et al., 2015). Unas de las principales
reacciones celulares generadoras del *OH se da a través del uso de metales de transicion como

catalizadores. Un ejemplo de ello es la denominada reaccion de Fenton. Este proceso requiere
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una mezcla de H,02 e ion ferroso (Fe*?) provenientes de la hemoglobina, ferritina o mioglobina
(Korc et al., 1995). Otra reaccion importante formadora del *OH se da a través del ion de cobre
(Cu*) que forma parte de biomoléculas celulares; éste reacciona con el H2O2, produciéndose el
*OH (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Otros de los radicales derivados del oxigeno son los radicales peroxilo (ROz°) y
alcoxilo (RO¢). Se generan comunmente como intermediarios en las reacciones de peroxidacion
de lipidos (Aruoma, 1996). Pueden atraer atomos de hidrdgeno desde otras moléculas. A nivel
celular, producen una pérdida de la fluidez y una alteracién en la permeabilidad de la membrana

plasmatica (Martinez Sanchez, 2005).
2.1.2 Especies reactivas no radicales

A diferencia de los radicales libres, las especies reactivas no radicales carecen de
electrones desapareados en sus orbitales de valencia. Sin embargo, son moléculas prooxidantes
que, a elevadas concentraciones, pueden generar un dafio en las macromoléculas celulares
(Altaf et al., 2023).

El peroxido de hidrogeno (H20-) es una molécula estable, que puede producirse en los
procesos de transferencia electronica mitocondrial, metabolismos enzimaticos de
lipoxigenasas, y en el citocromo P450, entre otros (Neill et al., 2002). En estos sistemas durante
los procesos de transferencia electronica se puede catalizar la formacion de <Oz y, mediante
reacciones de dismutacion (espontanea o mediada por la SOD), generandose H,O> (Cai, 2005).
Ademas, el H.O> puede producirse directamente por donacion de un par de electrones a la
molécula de oxigeno (Sies y Cadenas, 1983). El H2O> reacciona principalmente con los grupos
cisteinas de las proteinas y es capaz de atravesar la membrana plasmatica (André et al., 2010).
Algunas investigaciones reportaron que los altos niveles de H2O> tienen efecto citotdxico para
una amplia gama de células animales, vegetales y bacterianas en cultivos, dependiendo de la
dosis aplicada, el estado fisiologico de las células y tiempo de exposicion (Imlay y Linn, 1987,
Gonzalez-Flecha y Demple, 1997; Hampton y Orrenius, 1997). También en los ultimos afios se
ha descripto que los niveles de H202 en condiciones fisiologicas normales, cumplen un rol

importante en algunos mecanismos de sefializacion como activacion de células inmunitarias y
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remodelacion vascular en mamiferos (Geiszt y Leto, 2014), proliferacion (Foreman et al.,
2003), diferenciacion (Li et al., 2006) y apoptosis celular (Cleementa et al., 1998).

Otra molécula que pertenece al grupo de las especies reactivas no radicales y que se
forma a partir de neutrofilos activados en los sitios de inflamacidn en una reaccion entre el H20:
y el ion CI" catalizada por la enzima mieloperoxidasa es el acido hipocloroso (HOCI). Uno de
los principales blancos de este agente oxidante es la al-antitripsina, molécula circulante que se
encarga de proteger a los tejidos de la accion de proteasas como por ejemplo la elastasa.
(Martinez Sanchez, 2005).

Por otro lado, cuando una molécula de oxigeno se encuentra excitada electronicamente
puede pasar a estados metaestables, siendo el oxigeno singlete (*O,) uno de ellos (Phaniendra,
2015). Esta especie molecular es altamente reactiva, y puede generarse a partir de la activacion
de neutrofilos (Hampton, 1998) y eosindfilos (Kanofsky, 1989). En condiciones patoldgicas
donde se produce en exceso, puede generar dafios en el ADN (Sies, 1992) y en proteinas a
través de la oxidacién de ciertos aminoécidos como triptéfano, metionina, histidina y residuos
de cisteina (Halliwell y Gutteridge, 2015).

2.2 Fuentes de especies reactivas de oxigeno

Todas las moléculas reactivas nombradas anteriormente, y principalmente las
derivadas del oxigeno, tiene una fuente principal de generacion que son las mitocondrias. Alli,
una molécula de O2 actia como ultimo aceptor de electrones de la cadena respiratoria,
reaccionando con cuatro electrones (€°) y cuatro hidrégenos (H*) para formar dos moléculas de
agua. Si bien mas del 90 % del oxigeno es reducido a moléculas de agua, un pequefio porcentaje
del oxigeno finaliza con la sintesis de ROS (Korc et al., 1995). Se han descrito otras fuentes
endogenas de ROS ademas del metabolismo mitocondrial (Fig.1). Por ejemplo, como
consecuencia de la fagocitosis, los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos generan ROS,
gue actuan como agentes antimicrobianos y moduladores de su respuesta efectora (Zeng, 2019).

Otra de las fuentes reportadas es la autooxidacion de catecolaminas (Cohen, 2002). En
determinados procesos isquémicos, se produce liberacion de noradrenalina y dopamina por

parte del tejido local (lkeda y Long, 1990). Luego las catecolaminas son degradadas por la
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enzima monoamino oxidasa (MAO), lo que genera una elevada produccion de e". Posterior al
proceso isquémico existe una revascularizacion tisular y el Oz funciona como un aceptor de los
e generados, con la consecuente produccion de ROS (Drost, 1996). Segin Cohen (2002) las
ROS y la MAO pueden contribuir a aumentar las tasas de senescencia de las neuronas
dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson.

Asimismo, a través del metabolismo del acido araquidonico se producen mediadores
inflamatorios (endoperdxidos) como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, cuya
reaccion esta catalizada por la enzima ciclooxigenasa. Esto implica la generacion de radicales
hidroxilos (*OH), que controlan de forma secundaria la cascada del acido araquidonico
mediante la regulacién de la actividad de la ciclooxigenasa y, por lo tanto, la produccion de
endoperoxidos (Drost, 1996).

Por otro lado, en el metabolismo de purinas participa la enzima xantina oxidasa (XO),
que interviene en la oxidacion de la hipoxantina a xantina y de la xantina a acido Urico. En este
proceso, el oxigeno interviene como aceptor de electrones, con la consecuente formacion de
H202 y <02 (Schmidt et al., 2019).

Lipoxigenasa

NAD(P)!H oxidasa \\

OH"

Reaccion de Fenton

o Haber-Weiss (Cu, Fe)

Catalasa
S0D
' O, > H,0, > H,0
N
. GSH GSSG |
Fuente externa \—/ I

(radiacion UV, farmacos,...) | | GSH
reductasa

U |

TRX
reductasa
TRX TRX
(reducida) (oxidada)
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Figura 1: fuentes endogenas celulares de ROS. Fuente: Vaquero-Raya y Molero-Richard,
2005.

2.3 Estrés oxidativo

En condiciones normales, la produccién de ROS es controlada y balanceada por las
defensas antioxidantes enddgenas y los compuestos antioxidantes que incorporamos a traveés de
la dieta. Es importante destacar que el sistema celular antioxidante no elimina completamente
a las ROS, sino que los mantiene por debajo de niveles citotoxicos. Las especies reactivas de
oxigeno, en concentraciones moderadas, juegan un papel importante en algunas de las vias de
sefalizacion celular, por ejemplo, en el metabolismo de fosforilacion de enzimas y sintesis de
factores de transcripcion (Nishida et al., 2012)

El estado de estrés oxidativo se conoce como un desbalance severo en la produccion
de ROS y las defensas antioxidantes celulares, inclinando la balanza a favor de los oxidantes.
Este estado genera una pérdida del control en el dafio celular y una disrupcion de la sefializacién
redox (Sies y Jones, 2007), generando una alteracién de ciertas biomoléculas del organismo
(ADN, proteinas, lipidos). Algunas de las causas por la que un organismo puede llegar a un
estado de estrés oxidativo son:

e Mutaciones genéticas que pueden generar bajos niveles en la produccion de moléculas
del sistema de defensa, como GSH y MnSOD.

e Una dieta inapropiada que puede generar deficiencias en el consumo de vitaminas y
minerales.

e Enfermedades inflamatorias crénicas que producen una excesiva activacion de células
fagociticas.

e Tiempos prolongados de exposicion a radiaciones UV o0 sustancias quimicas en
concentraciones desproporcionadas como por ejemplo agrotdxicos, etc.

Todas las células del organismo son susceptibles a los dafios producidos por los
estados de estrés oxidativo. Las células del cerebro en mamiferos son todavia mas vulnerables
producto de la alta demanda de oxigeno que estas presentan, aproximadamente un 20% del

consumo total de oxigeno aportado. Esta demanda de oxigeno esta asociada a un elevado
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metabolismo energético (sintesis de ATP), donde una parte importante del ATP generado se
destina al mantenimiento del gradiente iGnico para su correcta transmision nerviosa, secrecion
de neurotransmisores por exocitosis, etcétera. Esta elevada demanda de oxigeno genera que las
celulas cerebrales estén méas expuestas a dafios por la accién de las ROS (Mico et al., 2010).
Numerosas investigaciones proponen que las ROS estdn asociadas a enfermedades
neurodegenerativas, ya que, se relacionan con la pérdida de neuronas de poblaciones definidas
en el sistema nervioso central (Barnham et al., 2004; Ceccatelli et al., 2007; Epel et al., 2004).

Diversas sustancias de uso cotidiano en la industria agropecuaria han sido
directamente relacionadas con la sobreproduccién de ROS y enfermedades de relevancia. El
herbicida paraquat (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo) es empleado en todo el mundo,
siendo clave en paises asiaticos y latinoamericanos (Cuartas y Berrouet Mejia, 2016). Esta
sustancia ejerce su accién herbicida al interferir con los sistemas celulares de transferencia de
electrones, esta interrupcion conduce a la formacion de ROS, principalmente Oz y su derivado
H202 (Suntres, 2002). El paraquat se ha utilizado en diversos estudios como un potente inductor
de estrés oxidativo, por ejemplo, en estudios de tolerancia al estrés y respuestas del sistema
antioxidante (Lescano et al., 2003), regulacion de la expresion génica de las enzimas
antioxidantes (Alexa et al., 1999), estrés oxidativo y muerte de células neuronales (McCarthya
et al., 2004).

2.4 Antioxidantes

Un antioxidante es toda molécula capaz de interactuar con los radicales libres y
especies oxidantes que se generan en el metabolismo celular; inhibiendo o retrasando el efecto
nocivo que generan sobre otras moléculas de su entorno (Molina, 2012). A lo largo de la
evolucion, las células han aprovechado la capacidad de estas moléculas para contrarrestar los
efectos dafinos que pueden generar las ROS y otras especies oxidantes. Los antioxidantes
celulares se pueden agrupar en: antioxidantes endogenos celulares y antioxidantes de origen

dietario.
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2.4.1 Antioxidantes enddgenos celulares

En general los sistemas antioxidantes endogenos estan integrados por enzimas y
moléculas pequefias (Kohen, 2000). La primera linea de defensa contra un estresor oxidativo es
un conjunto de enzimas que tienden a contrarrestar los efectos inmediatos de estos agentes. Se
destaca la enzima catalasa (CAT), un tetramero formado por cuatro grupos hemo, que se
encuentra distribuida en los peroxisomas de las células del organismo, principalmente en el
higado. Su funcion es la inactivacion del H202 que se produce por el metabolismo celular
(Goyal y Basak, 2010). A través de una 6xido-reduccion mediada por la CAT, dos moléculas
de H2O; se transforman en dos moléculas de H.O y una de O (reaccion denominada
dismutacion). Este proceso ocurre en dos etapas, utilizando Fe (I11) del grupo hemo unido al
sitio activo de la catalasa como cofactor. En la primera etapa, el Fe (I11) es oxidado a Fe (1V)
por una molécula de H202 formando un intermediario Ilamado compuesto | y H>O. Luego en
la segunda etapa, otra molécula de H2O> reducira al compuesto | (regresando a la CAT a su

estado inicial), generandose Oz y una nueva molécula de H2O (Halliwell y Gutteridge, 2015).
(Fig. 2).

Catalasa-Fe(lll)+ H;0, —— Compuestol+ H;0

Compuestol+ H,;0, —— Catalasa-Fe(lll)+ H,0+ 0,

EHEDZ — ZHED + Dz

Figura 2: etapas de la éxido-reduccion mediada por la catalasa, en la que dos moléculas de
H20> se transforman en dos moléculas de H>O y una de O>. Fuente: Halliwell y Gutteridge,
2015.

Un proceso clave en la proteccion ante un estrés oxidativo es la inactivacion del radical
*O2". Esto se logra catalizando la dismutacion entre dos moléculas de «O2” mediante la enzima

SOD, con la consecuente formacion de oxigeno y peroxido de hidrogeno (Mccords y Fridovich,
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1969). Existen tres tipos de SOD en los mamiferos, diferenciadas entre si por el elemento
presente en su sitio activo y su localizacion dentro y fuera de la célula (Fig. 3). La variante
SOD1 o Cu/Zn-SOD esta constituida por dos subunidades, y cada una de ellas une un &tomo de
cobre y zinc. Se expresa en casi todas las células eucariotas, principalmente en el citosol.
(Fridovich, 1983). Otra variante tiene unido un &tomo de manganeso, y se denomina SOD2 o
MnSOD. Su estructura es tetramérica y se expresa principalmente en la mitocondria (Zelko,
Mariani y Folz, 2002). Finalmente, en el espacio extracelular se encuentra la SOD3 o EC-SOD,
que ejerce su efecto catalitico contra los radicales superoxidos que alli se generan (Nguyen et
al., 2019). El aislamiento y secuenciacion del gen que codifica la SOD3 ha demostrado que se
trata de una proteina de secrecion y con un 50% de homologia con los dos tercios finales de la
secuencia de amino&cidos de la SOD2 (Hjalmarsson, 1987).
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Figura 3: familia de las SOD ejerciendo su funcién catalitica sobre los radicales superéxidos

de origen enddgeno y exdgeno. Fuente: Nguyen et al., 2019.
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Otro de los elementos que participan de la defensa antioxidante celular es el sistema
glutation que estd formado por un conjunto de enzimas como la glutation peroxidasa (GPx), la
glutation-s-transferasa (GST) y la glutation reductasa (GR) (Bonola Gallardo et al., 2014). El
sustrato de todas es el glutation, un tripéptido formado por los aminoécidos glutamato, cisteina
y glicina (Bachhawat et al., 2013). En la célula, esta molécula se encuentra principalmente en
su forma reducida (GSH), y en mucha menor proporcion, en su estado oxidado como disulfuro
de glutation (GSSG). Una de las funciones relevantes del sistema glutation es la inactivacion
del peroxido de hidrogeno intracelular (Depote, 2013). Este proceso comienza con la
conjugacion del GSH al H20, mediante la GST. A continuacién, el H.O2 es neutralizado hacia
dos moléculas de H20O, formandose GSSG, gracias a la accion de la GPx (Sheehan et al., 2001).

La GR es un tetrdamero homodimérico que posee cuatro atomos de selenio unidos
covalentemente, y requiere del cofactor flavin adenin dinucleétido (FAD). Se expresa
principalmente en el citosol de las células, aunque también se expresa dentro de la mitocondria
(Couto, Wood y Barber, 2016). Su funcion es mantener elevados los niveles intracelulares de
glutation reducido (GSH) (Carlberg y Mannervik, 1985). Esto es de vital importancia, ya que
la GPx utiliza como donador de electrones al GSH, quedando como glutation oxidado (GSSH)
luego de la interaccién con el H20.. (Fig. 4).

Glutation Reducido
(2 GSH)

Glutation-S-transferasa
(GST)

NADP* (\ /——

Glutation Reductasa Glutation Peroxidasa

Riboflavina
(FAD)

Selenio

NADPH#H* Agua

2H0

(GSGG)
Glutation Oxidado
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Figura 4: una molécula de peroxido de hidrogeno se reduce en dos moléculas de agua, mientras
que dos moléculas de glutation reducido (GSH) se oxidan en una reaccién catalizada por la
glutation peroxidasa (GPx). El glutation oxidado (GSSG) es reducido por la glutation reductasa
(GR), enzima dependiente de FAD. Fuente: Ramirez et al., 2007.

Asimismo, existen muchas moléculas de bajo peso molecular que se generan en el
metabolismo celular de los mamiferos capaces de actuar como importantes antioxidantes. Una
de ellas es la bilirrubina, como lo demuestra Fereshtehnejad et al. (2012) en su investigacion,
donde sugiere que la bilirrubina puede desempefiar un papel antioxidante en los neonatos
protegiendolos contra la excesiva generacion de radicales libres como consecuencia de la
elevada presion de oxigeno en las arterias y vias respiratorias cuando el bebé comienza a
respirar (hiperoxia). Ademas, otras investigaciones han propuesto que estados leves de
hiperbilirrubinemia puede ser beneficioso para proteger contra enfermedades cardiovasculares
en adultos. Estos mecanismos incluyen los efectos antioxidantes y depuradores de radicales
libres capaces de generar un dafio en las células del tejido muscular cardiaco (Riter, 2012).

En los dltimos afios ha cobrado relevancia la melatonina como molécula pequefa
antioxidante (Reiter, 2005). Esta hormona, sintetizada en la glandula pineal del cerebro de los
vertebrados, regula eventos fisioldgicos como el ciclo vigilia-suefio y la reproduccion en
animales estacionales (Haimov et al., 1995). Algunas investigaciones demostraron que la
melatonina ejerce un efecto antioxidante directo sobre los radicales libres (Li et al., 1997); (Tan
etal., 1998) e indirecto por estimular la sintesis de las enzimas SOD, GPx y CAT (Reiter, 2001).
El trabajo de Pablos et al. (1995) acerca del efecto indirecto sugiere considerar a la melatonina
como estimulante para la sintesis de glutation peroxidasa (GPx) en el cerebro de los mamiferos.
Al mismo tiempo, Albarran et al (2001) establecen una relacion entre la melatonina y el
aumento nocturno en la actividad de la superoxido dismutasa (SOD). En este trabajo se evalud
el ritmo endogeno de la SOD en tres diferentes tejidos (corteza cerebral, higado y pulmon) de
polluelos (Gallus domesticus) expuestos a diferentes periodos de luz-oscuridad en cada etapa
del estudio. En una primera etapa los polluelos estuvieron bajo ciclos de luz-oscuridad de 12-
12 hs. Aqui la SOD mostro un maximo de actividad en el periodo de oscuridad, coincidente con

los picos maximos de melatonina plasmatica. En una segunda etapa, los polluelos estuvieron
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expuestos a luz constante, esto elimind el ritmo de la melatonina, asi como los picos de actividad
de la SOD. Asi Albarran et al. (2001) sugirieron que la melatonina podria estar estimulando la
sintesis de SOD en corteza cerebral, higado y pulmén de los polluelos en estudio. Estas y otras
investigaciones sugieren que la melatonina es un modulador directo e indirecto de los estados
de estrés oxidativo.

Otra de las moléculas que presenta caracter antioxidante es el &cido urico. Este resulta
del catabolismo de las purinas (adenina y guanina), y a pH fisioldgico se encuentra ionizado
como urato. Los humanos y otros primates a lo largo de la evolucion han perdido la capacidad
de transformar el urato en productos de degradacion como la urea y el acido glioxilico, ambas
sustancias mas solubles que el urato (Nieto et al., 2000). Esta incapacidad se debe a una
mutacion en la region promotora del gen que codifica la sintesis de la enzima urato oxidasa,
generando niveles mas elevados de &cido Urico en aquellos organismos que presentan dicha
mutacion (Alcaino et al., 2011). En 1981, Ames et al. reportaron la gran capacidad del acido
drico para eliminar radicales libres y oxigeno singlete in vitro. Por este motivo, se propuso la
hip6tesis que esta mutacion ha sido ventajosa para mejorar los mecanismos de proteccién
antioxidante. Ademas, Davies et al. (1986) demostraron que otra de las capacidades
antioxidantes del acido Grico se debe a la formacion de complejos estables con Fe*3, estos
complejos urato-Fe*® inhiben la oxidacion plasmatica del ascorbato por parte del Fe*? libre, asi
como la peroxidacion de lipidos en liposomas.

La coenzima Q (CoQ1o) es sintetizada endégenamente, presenta un caracter lipofilico
y actua principalmente en el transporte de electrones de la membrana mitocondrial a través de
mecanismos de Oxido-reduccion (Smith et al., 2004). La CoQio tiene la capacidad de
interaccionar con el &cido dihidrolipoico, este le trasfiere un par de electrones, ayudando a
mantenerla en su estado reducido (ubiquinol) (Kozlov et al., 1999). El ubiquinol presenta una
gran capacidad antioxidante fuera de la membrana mitocondrial, donde no solo participa en la
regeneracion de enzimas antioxidantes, sino que ademas puede afectar la iniciacion y

propagacion de ROS (Turunen et al., 2004).
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2.4.2 Antioxidantes de origen dietario

Dentro de los compuestos antioxidantes de origen dietario se encuentran las vitaminas
que cumplen un rol de gran importancia en el sistema de defensa antioxidante celular (Fu et al.,
2022). Las podemos encontrar en las frutas, verduras, cereales, lacteos, huevos, carnes y
pescados. Segun la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(2020) una dieta variada y equilibrada puede aportar todas las vitaminas que el cuerpo necesita
para mantenerse sano. Por ejemplo, la vitamina C (&cido ascorbico) es una molécula hidrofilica
que —como toda vitamina- debe ser incorporada a través de la dieta ya que los humanos
carecemos de la ruta metabdlica para su sintesis enddgena. Su principal fuente son las frutas
citricas, entre las que se destacan naranjas, pomelos y kiwi (National Institutes of Health, 2019).
Su habilidad para donar electrones en muchas reacciones enzimaticas y no enzimaticas, junto a
su relativa estabilidad, hace del &cido ascorbico un importante componente detoxificante de
ROS (Andre et al., 2010). Otra vitamina que participa del sistema antioxidante no enzimatico
es una molécula hidrofébica denominada vitamina E. Comprende a un conjunto de ocho
moléculas entre tocoferoles y tocotrienoles, cuya accion mas importante se encuentra en la
prevencion de la peroxidacion de lipidos. Dentro de los alimentos mas importantes como
fuentes de vitamina E se encuentran los aceites vegetales, por ejemplo, los aceites de germen
de trigo y girasol. Ademas, los frutos secos como las almendras, manies y avellanas aportan
importantes cantidades de vitamina E para la dieta de las personas (National Institutes of Health,
2020). Su accidn antioxidante implica la eliminacion de ROS formados durante la peroxidacion
de lipidos. La vitamina E por ser lipofilica, se encuentra principalmente en el interior de
membranas celulares y lipoproteinas (Muller, Theile y Bohm, 2010).

Asimismo, existen los pigmentos organicos liposolubles denominados carotenoides,
que son sintetizados por plantas y algunos organismos fotosintéticos. Estos se agrupan en
aquellos que no presentan oxigeno en su estructura (carotenos) y los que si poseen oxigeno
formando parte de sus anillos terminales (xantéfilas). Dentro de los carotenos podemos destacar
aquellos que son precursores de vitamina A, siendo el B-caroteno uno de los mas abundantes

en la dieta humana (Carranco Jauregui et al., 2011). Sus fuentes principales son las
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zanahorias y hortalizas verdes, como la espinaca y la racula. Otro carotenoide relevante es
el licopeno, siendo el tomate una de las principales fuentes, pero también esta presente en
la sandia y la papaya (Meléndez-Martinez, 2017). Investigaciones realizadas in vitro e in
vivo han indicado la relevancia del licopeno para reducir el riesgo de enfermedades crénicas
como el cancer y enfermedad coronaria (Paiva y Russell, 1999; Rao y Agarwal, 1999;
Johnson, 2002). Ademas, un estudio ha revelado que, entre los carotenoides de origen
dietario comunes, el licopeno present6 el mayor poder antioxidante in vitro contra las
especies de oxigeno singlete (Gerster, 1997). En su conjunto, los hallazgos han demostrado
que el principal mecanismo benéfico de los carotenoides para la salud de los organismos
que lo consumen es a través de su accion antioxidante.

La familia de los polifenoles esté integrada por mas de 8000 moléculas diferentes de
elevado, aunque variable poder antioxidante. Su estructura comprende uno o mas anillos
aromaticos que llevan uno o mas grupos hidroxilos (Stefani y Rigacci, 2014). Dentro de los
polifenoles, los flavonoides son los més abundantes en la dieta de las personas, encontrandose
en frutas, verduras, semillas, asi como en la cerveza, el vino y el té. También se encuentran en
extractos de plantas como Ginkgo biloba, cardo y ardandano (Martinez-Flores et al., 2002). Se
producen en las plantas como producto secundario de su metabolismo, y cumplen importantes
funciones fisioldgicas y de defensa en las células vegetales (Singh et al., 2017). Por ejemplo, la
catequina y la quercetina ejercen un efecto antioxidante directo sobre «O2", H.O, y HOCI. El
grupo fendlico de estas moléculas captura a los electrones desapareados de las ROS. Este
mecanismo de inactivacién de radicales libres genera un radical flavinico mucho menos
reactivo, ya que ahora el electron desapareado se encuentra deslocalizado en los anillos
fenolicos (Quifiones et al., 2012). Otro polifenol relevante es el kaempferol, presente en el té
negro, té verde, vino, manzana, peras y brocoli, entre otros (Seifrieda et al., 2007; Somerset y
Johannot, 2008). Se lo ha relacionado con importantes mecanismos de regulacion en células
cancerosas como la inhibicion en la proliferacion celular y angiogénesis (Luo et al, 2008), y
como un potente promotor de apoptosis en celulas cancerosas (Ramos, 2007). Existe evidencia

basada en estudios epidemiolégicos que sugieren que dietas ricas en flavonoides reducen el
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riesgo de enfermedad coronaria y disminuyen la presion arterial y la inflamacion debido a su
actividad antioxidante (Liu et al, 2000; Joshipura et al., 2001).

2.5 Alimentos fermentados de origen vegetal

En los ultimos afios surgieron cambios en los habitos alimentarios de las sociedades,
impulsados entre otras cosas por la evidencia cientifica que demuestra como a través de una
dieta y/o determinados componentes de los alimentos se pueden modular funciones fisioldgicas
para favorecer el bienestar y la salud del organismo (Jiménez-Colmenero, 2013). Los cambios
actuales en la alimentacion de las personas con dietas abocadas al consumo de productos de
origen vegetal han permitido la clasificacion de estos consumidores en tres grupos: los
vegetarianos, los veganos Yy los flexitarianos. Los vegetarianos son aquellos que basan su dieta
en productos de origen vegetal, consumiendo algunos alimentos derivados de los animales
como lacteos y huevos. Los veganos son los mas rigurosos, y basan su dieta en el consumo de
productos de origen 100% vegetal. Los flexitarianos son aquellas personas que siguen una dieta
vegetariana principalmente, pero con un consumo esporadico de carne. Este Gltimo es sin duda
el grupo mas amplio, tentando a la industria de los alimentos a desarrollar y producir cada vez
mas productos con matrices vegetales (Ekmeiro-Salvador y Arévalo-Vera, 2021). De acuerdo
con Pérez Casar (2020), los consumidores cada vez mas eligen saber qué contienen y cémo
fueron obtenidos los productos que llevan a sus mesas, basando sus elecciones en la conciencia
ambiental, bienestar animal y dietas mas saludables. Esto se enmarca en la tendencia al
consumo de productos naturales y menos procesados. Dentro de este marco, las legumbres y
sus productos derivados parecen ocupar un lugar privilegiado para abastecer este mercado en
auge.

Segun la Secretaria de Agricultura Argentina en “Tendencias de Consumo”, en los
ultimos afos los negocios de origen vegetal o veganos se han duplicado, por ejemplo,
restaurantes vegetarianos, dietéticas, parrillas vegetarianas, entre otros. En Argentina la
industria de alimentos fermentados de origen vegetal crece de forma constante con el desarrollo
de productos novedosos que buscan ofrecer una alternativa al consumo de leche de vaca. Estos

pueden surgir a partir de extractos acuosos de cereales (arroz, avena, quinoa), provenir de frutos
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secos (avellanas, almendras, nueces) o de legumbres (soja y el mani). Las grandes ventajas que
presentan estos extractos es su composicion: tienen un 90% de agua, y aunque presentan grasas
mono Y poliinsaturadas, no contienen colesterol por tratarse de derivados de materia vegetal.
Por ultimo, carecen del disacarido lactosa y en general no presentan trigo, avena, cebada y
centeno (T.A.C.C.), fuentes del complejo proteinico conocido como gluten.

Actualmente en el mercado de Argentina se pueden encontrar distintas opciones de
productos vegetales fermentados. Todos estos productos intentan abarcar un nicho de mercado
para aquellas personas con dietas especiales, por ejemplo, aquellos con ciertos trastornos
fisiolégicos como los intolerantes a lactosa o aquellos que presentan hipercolesterolemia
(colesterol alto en sangre), o simplemente, aquellos que deciden no consumir alimentos
derivados de animales. Las empresas estan al tanto de esta situacion, y cada vez son mas las
industrias que invierten en investigacion y desarrollo para este tipo de productos, y asi poder
satisfacer las necesidades de los clientes. Algunos de los alimentos fermentados de base vegetal,

en este caso de tipo yogur, que podemos encontrar en el mercado se muestran en la Tabla I.

Azlcar
agregada

Nombre del

Empresa Base Presentacion Ingredientes Producto

producto

Agua, coco, frutillas,
gelificante (agar),
Extracto antioxio!anFe (4cido
QlIJ.IMYA QUIMYA acuoso de a_sgorblco),
iving YOG S.AS. coco y No 160 g establlllz_ante (goma
food® frutilla xéntica), sal,
remolacha, sabor
natural frutilla,
sucralosa
Extracto Coco deshidratado,
acuoso de agua filtrada, gelatina
COCO coco vegetal (agar agar),
10GO® QUFOOD deshidrata No 1609 cultivos activos (L.
do acidophilus,
saborizado Bifidobacterium).
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Agua, preparado de

Extracto frutos del bosque,
acuoso de almendras, almidén,
COLCHON FELICES almendras No 190 g concentrado de uva,
® LAS VACAS | con pulpa aceite de coco, goma
de frutos guar, lecitina de
del bosque girasol, stevia,
cultivos activos, sal.
Azlcar de cafia, PTG
almidon modificado e
Crema de de maiz, fermentos p-——v—wr =y
SILK® DANONE cocoy Si 190 g naturales, vitamina C TR =y
agua y E, estabilizante ‘ llk) f
(agar agar), acidulante ~ .," ’
(&cido citrico) N\ Vo NI

Tabla I: productos fermentados de base vegetal presentes en el mercado de Argentina.

Algunos procesos tecnoldgicos en la elaboracién de productos listos para consumo
pueden disminuir la capacidad y cantidad de los compuestos antioxidantes (Cordova-Ramos et
al., 2020; Singh et al., 2020). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que los procesos
de fermentacion pueden mejorar las caracteristicas antioxidantes de los alimentos de base
vegetal que consumimos. Esto puede deberse a microorganismos fermentadores capaces de
generar enzimas que transforman compuestos bioactivos conjugados en sus formas libres. Estos
compuestos bioactivos libres presentan un mayor potencial para la eliminacion de ROS (Ajila
etal., 2012; Frias et al., 2020). Numerosas investigaciones no solo sugieren que la fermentacion
aumenta la capacidad antioxidante de los alimentos, sino que también el tipo de cepa utilizada
influye en el tipo y cantidad de compuesto bioactivo generado en el proceso fermentativo
(Dachery et al., 2019; Dos Reis et al., 2014; Laaksonen et al., 2017);

Es sabido que las bacterias acido lacticas son aplicadas en diferentes procesos
fermentativos en la industria de los alimentos. El potencial que estas presentan en los alimentos
fermentados de base vegetal estaria dado por la lisis enzimatica de las paredes vegetales, esto
permitiria la liberacion de compuestos constituyentes bioactivos con poder antioxidante (Hur
et al.,2014). Por ejemplo, Rizzello et al. (2017) encontraron que la fermentacion de harina de
quinoa por un inoculo seleccionado de bacterias acido lacticas produjo una mayor actividad

antioxidante que la harina fermentada de forma espontanea. Adicionalmente, Lia et al. (2020)
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demostraron que la fermentacion de estado sélido de harina de soja entera con Lactobacillus
casei mejoro el contenido fendlico y de isoflavonas. Estos resultados indican que la
fermentacion bacteriana acido lactica cumple un rol importante en el mejoramiento de la
actividad antioxidante de los alimentos de base vegetal.

Los cambios de habitos alimenticios en las sociedades hacia productos saludables,
comprometidos con el bienestar animal y el medioambiente generan un interés particular en los
investigadores que intentan dar un base y sustento cientifico a los beneficios que presentan estos
productos de base vegetal. Ademas, aquellas empresas que apuestan a este tipo de productos, a
través de sus departamentos de investigacion y desarrollo invierten todos sus esfuerzos para
poder aplicar una ciencia traslacional en sus esquemas laborales que permita unificar la ciencia

basica con la industria.
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3. HIPOTESIS

Los compuestos antioxidantes de los alimentos que incorporamos a traves de la dieta
junto con el sistema de defensa antioxidante de las células cumplen un rol importante en el
mantenimiento de los niveles de ROS producidos en el metabolismo celular. La hipotesis de
este trabajo es que la BFBV proporcionaria compuestos bioactivos que modularian in vitro el
estado de estrés oxidativo inducido por paraquat, impactando en la actividad de una de las

principales enzimas del sistema antioxidante endogeno, la catalasa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Desarrollo de la bebida fermentada de base vegetal

El producto utilizado en este trabajo de investigacion fue desarrollado en la planta
piloto de produccion de lacteos de la empresa Christian Hansen (CrH) instalada en la UADE.
Para su elaboracion se utilizo una base de extracto acuoso de almendras (Green Food Makers®),
ala cual se le agrego proteina de habas (Ingredion®), almidon modificado (Ingredion®) y azticar.
Esta base formulada fue tratada con un inoculo bacteriano (Yoflex®YF-L02 DA de CrH) que
permitio el proceso fermentativo. El proceso de elaboracion se esquematiza en la Fig.5

En la base formulada del producto se realiz6 una estandarizacion de sélidos (proteinas,
materia grasa, etc.), luego una homogenizacion que previene la separacion de grasas y mejora
la textura, y un tratamiento térmico (UHT) para darle una calidad microbioldgica apta. A
continuacion, se inoculd el cultivo activo para que ocurra la fermentacion hasta un pH de 4.6 y

finalmente un enfriamiento en placa hasta una temperatura de 10°C.

| BASE FORMULADA |

!

| HOMOGENIZACION |

!

| TRATAMIENTO TERMICO |

!

| INOCULACION DE CULTIVOS |

!

| FERMENTACION HASTA PH 4.6 |

!

| ENFRIADO Y ENVASADO |

Figura 5: diagrama de flujo de elaboracion de la bebida fermentada vegetal.
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Este desarrollo estuvo en el marco del proyecto de elaboracion de prototipos
fermentados de base no lactea a cargo de la Licenciada Marta Gozzi, investigadora del INTEC-
UADE.

4.2 Lugar de trabajo y factibilidad

Se utilizaron los laboratorios del 9™ y 10™ piso de los UADE Labs (Instituto de
Tecnologia, Facultad de Ingenieria, Universidad Argentina de la Empresa). En este espacio se
Ilevaron a cabo tareas como planificacion de actividades, analisis, puesta a punto y desarrollo
de los protocolos experimentales. Se contd con un amplio equipamiento y mesadas de trabajo
para poder desarrollar los experimentos y obtener los resultados de la investigacion. Asimismo,
los reactivos e insumos descartables y no descartables fueron obtenidos con el PID P21T05

otorgado por UADE al director de la tesis y responsable del proyecto, Dr. Santiago Charif.
4.3 Linea celular y condiciones de cultivo

La linea celular CHO-K1 fue propuesta como modelo bioldgico para analizar el efecto
antioxidante del producto. La linea celular CHO-K1 es un subclon de la linea parental CHO
(Chinese hamster ovary) iniciada a partir de una biopsia de ovario de hamster chino adulto. El
medio completo utilizado para el cultivo de las células se prepardé con un 90% de medio
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12, Invitrogen), 10% de
suero fetal bovino (SFB, Natocor) y 1% antibiotico-antimicotico (Gibco). Los viales con las
células fueron descongelados de forma progresiva con medio de cultivo completo a 37°C, hasta
obtener una dilucion 1/10 del stock. Luego, se centrifugd por 5 minutos a 1200 r.p.m., el
sobrenadante se descartd y el precipitado celular se resuspendié en 10 ml de medio de cultivo
completo fresco. Las células crecieron en placas de Petri de 10 cm de diametro, en una estufa
de calor humedo a 37°C y con 5% de CO>. Cuando se alcanz6 una confluencia del 70%, los
cultivos se mantuvieron por repique en nuevas placas. Paraello, se descarto el medio de cultivo
y se realizaron lavados con PBS 1X estéril (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM,

KH2PO4 1.8 mM, pH = 7,4) para remover inhibidores de la enzima tripsina presentes en el
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suero. Las células se desprendieron por incubacion con 1ml de tripsina-EDTA al 0.05% (Gibco)
durante 2 minutos a 37°C. La actividad enzimatica se detuvo con el agregado de medio
completo fresco, llevando al volumen adecuado para la realizacion de subcultivos. Todos los
insumos fueron previamente templados en un bafio termostatico a 37°C para prevenir el estrés
celular.

Para la preservacion de la linea celular, las mismas se recuperaron por tratamiento con
tripsina como se describid anteriormente. Se las resuspendié en medio de cultivo completo con
el agregado de 10% de dimetil sulfoxido (DMSO). Se fraccionaron las células en alicuotas de
1 ml en viales de congelacién y se las congelo a -70 °C en ultrafreezer. Transcurridas 24 hs los

viales de congelacion fueron transferidos a un tanque de nitrégeno liquido a -196°C.
4.4 Tratamientos

En un primer experimento se determind el efecto de la concentracion de trabajo del
paraquat sobre la actividad de la enzima catalasa y la viabilidad celular. Tomando en cuenta la
investigacion de Black et al. (2008), Izumi et al. (2015) y Chen et al. (2008) se emplearon dos
concentraciones diferentes de paraquat para la induccién del estrés oxidativo (100 uM y 400
UM). Para dicho experimento se utilizaron 1x10° células por pocillo con medio de cultivo
completo en placas de 24 pocillos. Se incub6 en estufa a 37 °C por 24hs en condiciones
controladas de humedad y CO> al 5%. A continuacion, se retiro el medio y se agregé medio
completo (control) o la concentracién correspondiente de paraquat (Sigma) disuelto en medio
completo. Al dia siguiente, las células se cosecharon con 100 pl de tripsina-EDTA 0.05 % y la
reaccion se detuvo con 400 pl de medio completo. Finalmente se determiné la actividad de
catalasa y la viabilidad celular (ensayo de exclusion del colorante trypan blue; ver seccion 4.8,
mas adelante).

Una vez establecida la concentracion de trabajo capaz de inducir un estrés oxidativo
sin causar una reduccion drastica en el nimero de células vivas y que permita registrar la
actividad enzimatica, se procedio a la segunda etapa de este trabajo de investigacion. Para ello
se emplearon cuatro tratamientos por cuadruplicado: grupo control, paraquat, BFBV y paraquat
+ BFBV.
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La cantidad de células y condiciones de crecimiento iniciales fueron las mismas que
en la primera etapa. Luego a los grupos control y BFBV, se les cambio el medio por medio de
cultivo completo nuevo, mientras que al grupo paraquat se lo traté con la concentracion elegida.
Se incubo en estufa a 37 °C por 24hs y CO:> al 5%. Antes de completar las 24 hs, a los grupos
BFBYV y paraquat + BFBV se los tratd con una dilucion 1/10 en medio completo de un extracto
metanolico de la bebida fermentada de base vegetal durante 2 horas. Luego de los tratamientos,
se retird el medio de cultivo, se lavd cada pocillo con 1ml de PBS 1X, y las células se
desprendieron por tripsinizacion (100 pl de tripsina-EDTA al 0.05%). La reaccion se detuvo
con el agregado de 400 pul de medio completo y la suspension celular se trasvaso a un tubo tipo
eppendorf de 1.5 ml. Nuevamente, se evalud la actividad de la enzima catalasa y la viabilidad

celular.
4.5 Lisis celular

La suspension celular se centrifugé a 1200 r.p.m por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante, el pellet se resuspendié en 500 pl de buffer hipotonico (HEPES 10 mM pH 7.9,
MgCl21.5 mM, KCI 10 mM, DTT 0.5 mM, PMSF disuelto en isopropanol 0.2 mM), y se incub6
durante 15 minutos a 4°C. Luego, el lisado celular fue ultracentrifugado a 420g durante 5
minutos a 4°C, y el sobrenadante se descartd. Se procedié entonces a resuspender el pellet en
400 pl de buffer hipotonico, y a la lisis mecanica. Esta consistié en 5 pasajes del lisado a través
de una jeringa y aguja calibre 30G. Finalmente, la solucion se centrifugé a 110009 durante 20
minutos a 4°C, y del sobrenadante se alicuoté 75 pl para posteriormente determinar la
concentracion de proteinas, mientras que el resto de la solucién se utilizd para evaluar la

actividad de la enzima catalasa. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.
4.6 Cuantificacién de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas de extractos celulares se utilizo el kit de anélisis de
proteinas BCA Pierce® (Thermo Fisher). Este método combina la reduccion de Cu?* a Cu'* por

proteinas en un medio alcalino con la deteccion colorimétrica del cation cuproso (Cu'*) por el
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acido bicinconinico (BCA). La intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas presente en la muestra. Para cada determinacion, se elabor6 una
curva de calibracion de nueve puntos de distintas concentraciones de albumina de suero bovino
(20-2000 ug/ml), con un R? aproximado de 0.997. Tanto las muestras experimentales como los
puntos de la curva se procesaron por duplicado sobre placas de 96 wells. Brevemente, por
pocillo se mezclaron 25 ul de muestra o standard con 200 ul del reactivo de trabajo, y luego se
incub6 a 37 °C en una estufa de calor seco por 1 hora. Transcurrido ese tiempo, el desarrollo
de color se detectd con un lector de microplacas (iMark® Microplate Absorbance Reader, Bio-
Rad) a una longitud de onda de 595 nm. A partir de la absorbancia y concentraciones de la
curva de calibracion, se realizd una regresion lineal para obtener una recta cuya ecuacion
permite interpolar la absorbancia registrada, y asi poder cuantificar las muestras incognitas.
Con ello se obtuvo la concentracion proteinica de los extractos celulares, expresada en pg/ml.

4.7 Ensayo de actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se evalu6 por medicion espectrofotométrica a 240
nm, de la descomposicién del perdxido de hidrégeno en funcion del tiempo por parte de la
actividad de la enzima catalasa presente en la muestra (Claiborne y Fridovich, 1978). El método
fue adaptado del trabajo de Bai et al. (1999). Para el ensayo se hizo reaccionar un volumen

necesario de muestra que contenga 10 ug de proteinas completando hasta 1 ml de volumen final
con una solucién de H>02 19 mM. Dicha solucion se preparé con 0.215 ml H20, 30% Viy

completando hasta 100 ml con buffer fosfato de potasio 50 mM. Para la preparacién de dicho
buffer se disolvi6 0.422 g KH2PO4 y 0.331 g K2HPO4 en agua destilada, llevando a un volumen
final de 100 ml. La reaccion se debié mantener a una temperatura de 25°C, para ello el
espectrofotometro se conectd a un bafio termostatico de circulacion de agua (Julabo) el cual
cuenta con un sistema cerrado de circulacion que permite mantener una temperatura constante
en la cubeta de reaccion durante todo el ensayo. La lectura se realizo en espectrofotometro UV
visible (UV-1280, Shimadzu) a 240 nm de longitud de onda en cubetas de cuarzo de 1.0 ml.

Las absorbancias de cada muestra fueron registradas a 0 segundos y a los 60 segundos. Los
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grupos experimentales fueron tratados por triplicado. La actividad especifica de catalasa se

calculd utilizando la siguiente formula:

AAmin240 nm X 1000

mg proteina

Actividad de Catalasa (U/mg/min) =

ml mezcla de reaccién

Donde 43.6 (M cm 1) es el coeficiente de extincion molar del H202 a 240 nm.
Finalmente, la actividad de la enzima catalasa de los grupos tratados fue relativizada de forma

porcentual respecto al control.
4.8 Determinacion de la viabilidad celular

Para poder evaluar la viabilidad celular se utilizé el ensayo de azul de tripano (trypan
blue). Esta técnica permite diferenciar células vivas de células muertas, a través de la
incorporacion del colorante azoico azul de tripano por parte de células muertas. Esto se debe a
que dicho colorante puede atravesar su membrana plasmatica, pero esto no es posible en células
vivas (que presentan una membrana intacta). Para ello, se mezclaron 50 ul de la suspension
celular méas 50 ul de reactivo de azul de tripano al 0.4% (Gibco) y se incub6 por 2 minutos a
temperatura ambiente. Luego se registrd en camara de Neubauer el nimero de células vivas (sin
tefiir) y muertas (tefiidas de azul). Para calcular el porcentaje de células viables se utilizo6 la

siguiente formula:

Recuento de células vivas

% de células viables = y X 100
Recuento total de células

4.9 Analisis estadistico

Se utilizé el software GraphPad Prism (La Jolla, CA, EE. UU.) para realizar el analisis

de la varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) seguido por la prueba post-hoc de
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comparacion multiple de Tukey en los grupos experimentales. La significancia estadistica se
establecio en p < 0.05. Todos los resultados se muestran con la media * el error estandar de la
media (SEM).

5. RESULTADOS

5.1 Respuesta de la actividad de la catalasa al tratamiento con paraquat

Para establecer qué concentracidn de paraquat es efectiva para inducir un cambio en
la actividad de la enzima catalasa como respuesta al estrés oxidativo, células CHO-K1 fueron
tratadas con dos concentraciones de paraquat (100 uM y 400 uM). EI grupo control consistio
en células incubadas Unicamente con medio completo. Como resultado, se observo que las
células tratadas con paraquat 100 uM presentaron una actividad de la enzima catalasa
significativamente mayor, en comparacion con el grupo control (p<0.05). Por otro lado, el
tratamiento con paraquat 400 uM causé una disminucion de la actividad de esta enzima,

respecto de los restantes grupos (Fig. 6).
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Figura 6: actividad de la enzima catalasa en células CHO-K1 en respuesta a dos dosis de
paraquat. Dicha actividad en los grupos tratados fue relativizada de forma porcentual respecto
al control. Los datos representan la media = SEM. El analisis estadistico corresponde a una
ANOVA seguido por la prueba post-hoc de comparacion mdaltiple de Tukey en los grupos
experimentales. La significancia estadistica se establecié en p < 0,05. Letras diferentes

representan diferencias significativas. CNTL=control, PQ=paraquat.
5.1.1 Anélisis de viabilidad celular frente al paraquat

Se realiz6 el ensayo de exclusion de trypan blue para evaluar la viabilidad celular en
el estudio de la respuesta al paraquat. En este ensayo los grupos experimentales fueron los
mencionados anteriormente. Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células
viables en el tratamiento con paraquat 400 uM. Este grupo presentd una reduccion de la
proporcion de celulas vivas respecto de los otros tratamientos (Fig. 7). Notablemente la

incubacion con paraquat 100 UM no alteré el porcentaje de viables respecto del grupo control.
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Figura 7: ensayo de viabilidad celular mediante por exclusion de trypan blue en células CHO-
K1 tratadas con dos dosis de paraquat. Los datos representan la media £ SEM. EIl analisis
estadistico corresponde a una ANOVA seguido por la prueba post-hoc de comparacién multiple
de Tukey en los grupos experimentales. La significancia estadistica se establecio en p < 0,05.

Letras diferentes representan diferencias significativas. CNTL=control, PQ=paraquat.
5.2 Efecto de la BFBV sobre la actividad de la enzima catalasa

Una vez establecida la concentracion de paraquat que promueve el efecto deseado, se
estudié de manera in vitro el efecto antioxidante de la BFBV sobre la actividad de la enzima
catalasa. Para ello, células CHO-K1 fueron tratadas con paraquat 100 uM, extracto de BFBV,
0 paraquat 100 uM y luego extracto de BFBV. Los resultados mostraron que el grupo paraquat
100 uM exhibid niveles significativamente elevados de actividad enziméatica en comparacion
con los restantes grupos. Sin embargo, cuando las células fueron tratadas con paraquat 100 uM
y luego con BFBV, la actividad de la enzima catalasa se restituy6 a valores de actividad
similares a los del control (Fig. 8). El efecto per se de la BFBV sobre la actividad enzimética
no mostro diferencias respecto a los restantes grupos con excepcion al tratado con paraquat 100
UM.
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Figura 8: estudio del efecto de un extracto metanolico de la BFBV sobre la actividad de la
enzima catalasa en cultivo de células CHO-K1. Dicha actividad en los grupos tratados fue
relativizada de forma porcentual respecto al control. Los datos representan la media + SEM. El
andlisis estadistico corresponde a una ANOVA seguido por la prueba post-hoc de comparacion
multiple de Tukey en los grupos experimentales. La significancia estadistica se establecio en p

< 0,05. Letras diferentes representan diferencias significativas. CNTL=control, PQ=paraquat.
5.2.1 Anélisis de viabilidad en células tratadas con la BFBV

Para continuar con el estudio de los antioxidantes de la BFBV y poder evaluar la
viabilidad celular, se realizo el ensayo de trypan blue. Como resultado, se observo que los
grupos tratados no mostraron diferencias significativas respecto al control ni entre ellos,

indicando la ausencia de efectos citotoxicos (Fig. 9).
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Figura 9: ensayo de viabilidad celular mediante una prueba de exclusion de tincion con
trypan blue en células CHO-K1 en respuesta a un extracto metandlico de la BFBV. Los datos
representan la media £ SEM. El analisis estadistico corresponde a una ANOVA seguido por la
prueba post-hoc de comparacion mdltiple de Tukey en los grupos experimentales. La
significancia estadistica se establecio en p < 0,05. Letras diferentes representan diferencias

significativas. CNTL=control, PQ=paraquat.

6. DISCUSION

Muchas investigaciones han demostrado que el estrés oxidativo celular inducido por
paraguat genera una alteracion en la actividad de las enzimas antioxidantes enddgenas,
incluyendo la enzima catalasa. Por ejemplo, Alexa et al. (1999) en la linea celular muscular
C2C12 genera un aumento en la transcripcion y actividad de la enzima GPx (aproximadamente
5 veces) y CAT (aproximadamente 4 veces) con respecto a las células no tratadas. Estos
incrementos dependieron tanto del tiempo de exposicién como de la dosis del prooxidante, y se

correlacionaron con aumentos en el dafio celular resultante del tratamiento oxidante. Ademas,
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Bayir et al. (2022) encontraron que en peces cebra (Danio rerio) tratados con paraquat la
actividad de la enzima catalasa se encuentra aumentada respecto de sus controles. De la misma
manera, Brioukhanov et al. (2006) evidencian mediante el estudio de la expresion genica y
actividad de CAT y SOD en cultivos de arqueas anaerobias estrictas bajo estres oxidativo
también inducido por paraquat, que ambas enzimas estan reguladas al alza. El paraquat es un
robusto inductor de estrés oxidativo, pero segun las investigaciones citadas, la dosis/tiempo que
se necesita para generar un estado de estrés oxidativo puede variar segun el tipo de organismo
utilizado para el estudio. Es por ello, que en esta investigacion se necesitd de una etapa de
puesta a punto en la que se pudo determinar la concentracion adecuada de la sustancia estresora
para nuestro trabajo. Los resultados de esta etapa muestran que el tratamiento con paraquat 100
M causa un aumento significativo de la actividad enzimatica respecto al control. Esto coincide
con lo reportado por Black et al. (2008), donde se observd en cultivos primarios de
queratinocitos de ratén que hay una regulacién positiva (sobreactividad) de la enzima catalasa
y otras enzimas del sistema antioxidante enddgeno en respuesta al estrés oxidativo inducido por
paraquat 100 uM. Asimismo, Izumi et al. (2015) observaron un aumento en la expresion del
ARNmM vy actividad de la enzima catalasa en células PC12 tratadas con paraquat en la misma
concentracion. Por otro lado, sorprendentemente la incubacion de células CHO-K1 con
paraquat 400 uM caus6 una disminucioén de la actividad de la catalasa.

El objetivo de esta primera etapa fue determinar la concentracion de paraquat de
trabajo que genere un estado de estrés oxidativo, pero que la dosis/tiempo utilizada no sea letal
para las células en estudio. Los resultados mostraron que para el grupo de 400 uM hubo una
disminucion del porcentaje de células vivas, el cual, podria explicar el descenso en la actividad
de la enzima catalasa evidenciado en la primera parte del estudio. Esto también se asemeja a lo
reportado por Chen et al. (2008), donde el porcentaje de células vivas respecto al control se vio
reducido al trabajar con la dosis de paraquat antes mencionada. Por lo tanto, por tratarse de un
efecto citotoxico que podria interferir con los resultados de actividad enzimatica, en esta
investigacion la dosis de paraquat 400 uM fue desestimada. Sorprendentemente, el porcentaje
de células viables del grupo tratado con paraquat 100 uM no mostrd diferencias significativas

respecto al control, por lo cual, se determind que la concentracion de paraquat a emplear que
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permite contar con células en cantidad similar a las no tratadas, y asi evaluar especificamente
la actividad enzimatica sin otra variable que intervenga, es la de paraquat 100 uM. Mas aun, la
solucién de paraquat 100 uM vy su efecto sobre la actividad de la enzima catalasa no parece
responder al nimero de células viables en cultivo, sino a un estado celular alterado por el estrés
oxidativo generado con el oxidante paraquat.

Como se detalld en la introduccion, nuestro organismo ademas de contar con defensas
antioxidantes enddgenas también cuenta con compuestos antioxidantes que incorpora a través
de los alimentos, los cuales colaboran con el mantenimiento de los niveles de ROS (Halliwell
y Gutteridge, 2015). Algunas investigaciones demuestran que existen procesos tecnoldgicos
que pueden disminuir la capacidad y cantidad de los compuestos antioxidantes de los alimentos
(Cordova-Ramos et al., 2020; Singh et al., 2020). Sin embargo, la fermentacién para los
alimentos de base vegetal no sélo no parece tener un efecto detrimental sobre el poder
antioxidante, sino que existen numerosas investigaciones que han demostrado que el proceso
fermentativo permite incluso mejorar las caracteristicas antioxidantes de este tipo de
alimentos. Por ejemplo, Limon et al. (2015) concluyeron que la tecnologia de fermentacion
fomento el aumento en la obtencidn de compuestos bioactivos de extractos solubles de frijoles,
lo que condujo a su utilidad en alimentos funcionales de valor agregado. Asimismo, Xiao et al.
(2014) encontraron que la fermentacion en estado sélido de garbanzos con Cordyceps militaris
SN-18 poseia mayor contenido fendlico y actividad antioxidante en comparacién con muestras
no fermentadas. Esta mejora en las caracteristicas antioxidantes puede deberse a que los
microorganismos fermentadores son capaces de generar enzimas que transforman compuestos
bioactivos conjugados en sus formas libres. En este sentido, Liu et al. (2017) proponen que la
fermentacién del arroz de salvado con bacterias acido lacticas aumenté la capacidad
antioxidante debido a un aumento de los compuestos fenolicos conjugados libres y solubles.
Ademas, Bei et al. (2020) demostraron que la hidrolisis y fermentacion simultanea de la avena
mejoraba la composicién fendlica y actividad antioxidante. En el presente trabajo, por tratarse
de un producto fermentado de base vegetal, la BFBV en estudio se propone como fuente de
compuestos bioactivos que pueden colaborar en la proteccion frente al estrés oxidativo,

impactando en la actividad de la enzima de primera linea de defensa, la catalasa. Los resultados
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sugieren que la accién de la BFBYV seria sobre las ROS sobreproducidas y no sobre la actividad
enzimatica de manera directa, puesto que el tratamiento sélo con el extracto de la bebida no
mostro variaciones en la actividad de la catalasa respecto del control. Notablemente, el post-
tratamiento con BFBV, luego de una incubacién con paraquat 100 uM reestablecié los valores
de la actividad enzimatica a niveles similares a los del control. Sumado a que en los estudios de
viabilidad no se registraron diferencias significativas entre los grupos tratados y el control, en
conjunto valida la hip6tesis de la investigacion.

En sintesis, los resultados de este trabajo contribuyen significativamente al
conocimiento acerca del rol de los compuestos antioxidantes de los productos fermentados de
base vegetal como colaboradores en el mantenimiento y control de los estados de estrés
oxidativo celular. Futuros estudios deberén hacer foco en detallar los mecanismos moleculares
involucrados. Por ejemplo, estudiar la participacion de otros actores del mecanismo
antioxidante celular enddgeno, y de esta manera poder comprender la complejidad en la
regulacién de las ROS por parte de los compuestos antioxidantes de este tipo de alimentos.
Ademas, trabajos de este estilo otorgan una base cientifica y un sostén empirico a productos
novedosos que contienen compuestos que pueden actuar sobre estados de dafio celular que
podrian llevar a enfermedades. Asimismo, este soporte podria impulsar el desarrollo de nuevos
productos con compuestos que se generan durante su produccién o que se puedan agregar, en
base a la premisa de que el consumo de alimentos basados en vegetales representa una fuente
rica en antioxidantes que tienen un efecto bioldgico benéfico, como el demostrado en el

presente trabajo.
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