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Resumen

Las tendencias actuales de consumo, demandan un abordaje comprensivo e integral de los alimentos
funcionales y/o productos nutracéuticos para dar validez cientifica a las afirmaciones sobre las propiedades
benéficas para la salud asociadas a los mismos. A |la hora de buscar fuentes naturales altamente bioactivas, el
ajo se destaca de otras hortalizas debido a que asociado a su ingesta pueden enumerarse importantes
propiedades bioldgicas. Ademds existe un interés comercial, y de valor agregado de los productos a base de
ajo en nuestra regidn, lo que determina que esta especie sea el objeto de estudio en la presente tesis.

Un estudio pormenorizado de productos con compuestos bioactivos, debe incluir tanto la caracterizacién
fisico-quimica de las matrices alimentarias o nutracéuticas, asi como también estudios de biodisponibilidad,
gue determinen el destino fisioldgico de los compuestos bioactivos en el organismo. Siguiendo estos
preceptos en cuanto a la visién de estudiar al ajo y su sub-productos desde una perspectiva comprensiva e
integral, en un primer abordaje, en el presente Trabajo de Tesis, se comenzd con la determinacion de los

componentes que aportan los atributos de calidad y bioeficacia a dichos productos.

Tradicionalmente se ha medido una familia particular de fitoquimicos, ya sean los compuestos
organoazufrados, flavonoides o inulina, considerando cada grupo de manera individual. A diferencia de lo
anterior, en la presente Tesis se propuso evaluar la calidad funcional de los productos a base de ajo integrando
en una misma metodologia analitica la determinacidén de fitoquimicos de diferentes familias quimicas. En este
apartado, en primer lugar se optimizaron las variables instrumentales y las variables de la etapa de
preparacion de la muestra. Aqui resultaron utiles los modelos multivariados de superficie de respuesta que
permitieron llegar a las condiciones éptimas de extraccion, (tiempo de ultrasonido de 16 minutos,
adicionando 0,22 mL de metanol a las muestras y a un pH de 6,33); y a su vez mediante estos disefios
experimentales se logroé resolver en una misma corrida cromatografica los flavonoles e hidratos de carbono
de interés. Luego se procedid a la combinacidon de diferentes técnicas analiticas, tales como Extraccién
Asistida por Ultrasonido (UAE) y Microextraccién Liquidio-Liquido Dispersiva (DLLME), centrifugaciones y
separacion de fracciones, acopladas a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) con detecciéon de
Arreglo de Diodos. Esto con el fin de determinar los compuestos organoazufrados (OSCs), alicina, E-Z-ajoeno,
2-vinil-4-H-1,3-ditiina, y dialil sulfuro; los flavonoles, miricetina, quercetina y campferol; y el fructano de
caracteristicas prebidticas, inulina. La evaluacidn de la perfomance del método desarrollado analizando las
figuras analiticas de mérito, mostré que la metodologia aqui propuesta resultd ser robusta y confiable. Se
obtuvo una adecuada linealidad en el rango de concentraciones estudiado, una alta selectividad para los

analitos de interés, valores de repetibilidad apropiados y recuperaciones cuantitativas aceptables. Finalmente,
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la aplicacién del método analitico mostrd ser confiable sobre distintos tipos de muestras. La extraccidn y
determinacidn de OSCs, flavonoles e inulina fue posible aun incluso en presencia de matrices complejas, con

diferente composicién y estados.

Por otra parte, la mera presencia de los compuestos bioactivos en las fuentes vegetales o galénicas, no es
suficiente para garantizar que las propiedades biolégicas que se les atribuyen logren verificarse. Para hablar
acabadamente de los efectos biolégicos de los fitoquimicos debe considerarse la capacidad de los mismos de
sortear las barreras biolégicas propias del proceso gastrointestinal una vez ingeridos. Aqui, la permeabilidad
intestinal es clave en la disposicién final de compuestos para alcanzar sus sitios target en el organismo. En el
caso del ajo, existen estudios biolégicos que dan informacidon primaria sobre el pasaje de compuestos
organoazufrados, pero resta aun esclarecerse informacién mecanistica acerca de las interacciones
compuestos-membranas celulares. En esta linea, se propuso el desarrollo y evaluacién de modelos in vitro-in
silico apoyados en Cromatografia basada en Columnas de Membranas Artificiales Inmovilizadas (IAM),
respaldada por el uso de métodos estadisticos como los Estudios de Relacién Estructura - Actividad
Cuantitativos (QSAR), para replicar los procesos bioldgicos implicados en la permeabilidad de compuestos
organoazufrados, y a su vez dilucidar los mecanismos moleculares y celulares que estan involucrados en

dichos procesos.

En esta instancia, los factores de capacidad cromatografica (log k') para 28 compuestos organoazufrados se
determinaron mediante IAM-HPLC. En paralelo, se calcularon diferentes descriptores moleculares para
caracterizar a los analitos bajo estudio. Seguido, con el fin de estudiar la capacidad de la fase IAM sobre la
lipofilicidad de los OSCs, se derivaron varias Relaciones Cuantitativas Estructura-Retencion (QSRR) a partir de
la exploracidon de interacciones intermoleculares fundamentales que gobiernan la retencién de compuestos.
Las propiedades hidrofébicas resultaron de primordial importancia para la retencidn de estos compuestos en
fase IAM. A su vez, la flexibilidad molecular y varios descriptores electrénicos (carga negativa relativa, RNCG
y electronegatividad de Mulliken), demostraron tener un rol importante en las interacciones polares
especificas. También se investigd la capacidad de la fase IAM para evaluar varios parametros ADME de los
OSCs de interés, utilizando datos in silico (SwissADME y preADMET web servers). La absorcidn gastrointestinal
humana (HIA), la permeabilidad de la barrera hematoencefélica (BBB) y la permeabilidad en piel se
investigaron mediante modelos QSAR, utilizando varios enfoques quimiométricos.

A partir del conjunto de la informacidn resultante de estas estrategias metodoldgicas se logré aportar
informacidn a cuestionamientos de larga data que estdn relacionados con la forma y cantidad apropiada de
consumo de esta hortaliza y sus preparaciones, o de las dosis efectivas de los productos nutracéuticos, para

asegurar la bioeficacia de los fitoquimicos a largo plazo en la prevencién de enfermedades crénicas.
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Summary

Current trends demand a full and comprehensive approach of functional foods and / or nutraceutical products
to scientifically validate their "health-claims". When considering highly bioactive natural sources, garlic stands
out from other vegetables because associated with its intake, important biological properties can be listed.
There is also a commercial interest of garlic-based products in our region, which justify this vegetable as the
object of study in this Thesis. A detailed study of products healthy products must include both, the food or
nutraceutical physico-chemical characterization, as well as bioavailability studies, to determine the
physiological fate of the bioactive compounds within the body. Following these guidelines, this Thesis work
began with the determination of those components that contribute to the quality attributes and bioefficacy

of garlic preparations.

Traditionally, a particular phytochemical family has been measured, whether they were the organosulfur
compounds, flavonoids or inulin, considering each group individually and separately. Unlike the above, in the
present study, the functional quality of garlic-based products was evaluated, integrating in the same analytical
methodology multiple phytochemicals determination from different chemical families. To do so, first, the
instrumental and sample prep working conditions were optimized. Here, multivariate response surface
models were useful. They allowed reaching the optimal extraction conditions (16 minutes of ultrasound
extraction time, adding 0.22 mL of methanol to the samples, at a pH of 6.33); in turn, by using these
multivariate experimental designs, target flavanols and carbohydrates were resolved in a same
chromatographic run. Then we proceeded to combine different analytical techniques, such as Ultrasound
Assisted Extraction (UAE) and Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME), as well as centrifugations
and fractions’ separations, coupled to High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with Diode Array
Detector. This in order to determine the organosulfur compounds, allicin, E-Z-ajoene, 2-vinyl-3-dithiin, and
diallyl sulfide; the flavanols, myricetin, quercetin and campferol; and inulin, a fructan with prebiotics
properties. The analytical figures of merit showed the method performance, which turned out to be robust
and reliable. Adequate linearity was obtained in the concentrations’ range studied, a high selectivity for the
analytes of interest, appropriate repeatability values, and acceptable quantitative recoveries. Finally, the
application of the analytical method proved to be reliable on different types of samples. The extraction and
determination of OSCs, flavanols and inulin was still possible even in the presence of complex matrices, with

different composition and states.

On another note, the mere presence of bioactive compounds in vegetable or galenic sources is not enough

to guarantee that their biological properties can be verified. To fully discuss the phytochemicals’ biological

vi
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effects, it is necessary to address their ability to overcome the biological barriers of the gastrointestinal
process once ingested. In this regard, intestinal permeability is key in the final disposition of compounds to
reach their target sites in the body. If we focus on garlic, there are biological studies that provide primary
information on the organosulfur compounds absorption, but mechanistic information about compound-cell
membrane interactions remains to be clarified. In this line, the development and evaluation of in vitro-in silico
models based on Immobilized Artificial Membrane (IAM) Chromatography was proposed, supported by the
use of statistical methods such as Quantitative Structure-Activity Relationship Studies (QSAR). This, to
replicate the biological processes involved in the permeability of organosulfur compounds, and in turn to

elucidate the molecular and cellular mechanisms implied in these processes.

In this instance, the chromatographic capacity factors (log k '(IAM)) for 28 organosulfur compounds were
determined by IAM-HPLC. In parallel, different molecular descriptors were calculated to characterize the
analytes under study. Next, in order to evaluate the ability of the IAM phase in assessing lipophilicity of the
compounds under study, several Quantitative Structure-Retention Relationships (QSRR) were derived from
exploring fundamental intermolecular interactions that govern the retention of OSCs on the IAM phases. The
hydrophobic factors were of prime importance for the IAM-retention of these compounds. The molecular
flexibility and specific polar interactions expressed by several electronic descriptors (relative negative charge,
RNCG, and Mulliken electronegativity) were also involved. The ability of the IAM phase to evaluate several
ADME parameters was also studied using in silico data (SwissADME and preADMET web servers). The human
gastrointestinal absorption (HIA), blood-brain barrier (BBB) permeation and skin permeability were
investigated through QSAR modeling, using several chemometrics approaches.

The information resulting from these methodological strategies, serve to provide an approximation to long-
standing questions in terms to the appropriate intake form and amount of these vegetables, and their
preparations, as well as the effective doses of nutraceutical products, to ensure long-term the bioefficacy of

phytochemicals in preventing chronic diseases.
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I.  INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

[.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los beneficios medicinales de los alimentos se han estudiado desde la antigiiedad. Hoy en dia, los
consumidores son cada vez mas conscientes de los beneficios para la salud de una dieta equilibrada, y existe
una tendencia creciente, centrada en el consumo de productos alimenticios que no solo aporten los
componentes nutricionales basicos, sino que también aporten sustancias que promuevan la salud. Estas
variaciones en los patrones de alimentacién generaron una nueva drea de desarrollo en las ciencias de los

alimentos y de la nutricién que corresponde a la de los alimentos funcionales.

El término “Alimento Funcional” fue propuesto por primera vez en Japén a fines de la década de los 80’s y
principios de los 90’s con la publicacidn de la reglamentacion para los "Alimentos para uso especifico de salud"
("Foods for specified health use" o FOSHU)(Ruano et al., 2018). El calificativo de funcional se relaciona con el
concepto bromatoldgico de "propiedad funcional”, o sea la caracteristica de un alimento, en virtud de sus
componentes quimicos y de los sistemas fisico-quimicos de su entorno, sin referencia a su valor nutritivo

(Alvidrez & Gonzalez, 2002).

En los paises occidentales la historia de este tipo de alimentos se remonta a las primeras practicas de
fortificacién con vitaminas y minerales, asi como también a la practica de incluir ciertos componentes en los
alimentos procesados para complementar alguna deficiencia de la poblacién. Recientemente, el Centro de
Alimentos Funcionales Europeo introdujo una nueva definicién de alimentos funcionales como: “Alimentos
naturales o procesados que contienen compuestos biolégicamente activos conocidos o desconocidos; que,
en cantidades definidas, eficaces y no téxicas, proporcionan un beneficio para la salud clinicamente probado
y documentado para la prevencidn, el manejo o el tratamiento de enfermedades crénicas”(Ruano et al.,
2018). La busqueda de terapias alternas para algunas enfermedades, el envejecimiento de la poblacidn
mundial, los avances en la tecnologia, asi como los cambios reglamentarios de diversos paises han provocado
un gran interés en el desarrollo de los alimentos funcionales alrededor del mundo. Sin embargo, no existe un
consenso acerca de la definicion de la denominacion de “alimentos funcionales” entre los diferentes paises y
organizaciones internacionales. En Argentina es el ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica) el organismo que ha emitido un comunicado sobre Alimentos Funcionales,
el cual especifica una definicién y ejemplos de ciertos productos, aunque no se ha categorizado formalmente

bajo una disposicién institucional.
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Mas alla de la falta de consistencia acerca del empleo de términos y definiciones, y a su vez de los aspectos
regulatorios de los mismos, se considera en lineas generales que un producto alimenticio se puede definir
como un alimento funcional si tiene componentes con funciones benéficas, saludables o que previenen una
enfermedad, y si dicho alimento cumple alguna de las siguientes descripciones: a) es un alimento natural; b)
es un alimento al que se le ha agregado un componente; c) es un alimento del que se ha eliminado un
componente; d) es un alimento en el que se ha modificado la naturaleza de uno o mas de sus componentes;
e) es un alimento en el que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes o, f)
cualquier combinacidn de las posibilidades antes mencionadas (Marquez Fernandez & Mdrquez Fernandez,

2019).

Por otro lado, aunque se usen muchas veces indistintamente, los términos “alimentos funcionales” y
“nutracéuticos” pueden diferenciarse. El primero, es similar en apariencia a, o puede ser, un alimento
convencional, que se consume habitualmente en la dieta y para el cual se ha demostrado que tiene beneficios
fisioldgicos y/o reduce el riesgo de enfermedad crénica. El nutracéutico es un producto elaborado a partir de
alimentos, pero que se comercializa en polvos, pildoras y otras formas medicinales que generalmente no se
asocian con los alimentos, y que se ha demostrado que tienen beneficios fisioldgicos o que brindan proteccién
contra enfermedades crénicas. El alimento funcional puede categorizarse entonces de manera diferente a un
nutracéutico, un alimento farmacéutico o un suplemento dietético. Es un alimento, no un farmaco, ya que
tiene efectos beneficiosos para la salud, generalmente propiedades preventivas de enfermedades, y no

terapéuticas (Ruano et al., 2018).

En relacidn a los beneficios fisioldgicos aportados por los alimentos funcionales o productos nutracéuticos
numerosos trabajos cientificos han puesto en evidencia que ciertos componentes naturales de los alimentos
resultan ventajosos para la prevencion de enfermedades e incluso para su tratamiento terapéutico (Adefegha,
2018). Entre los propiedades benéficas relacionadas a estos productos podemos nombrar: la prevencion de
distintos tipos de cancer, prevencion de enfermedades cardiovasculares y diabetes, mejora de la capacidad
inmunoldgica, mejora del funcionamiento digestivo y prevencion de disfunciones metabdlicas (S. Kumar &

Krishnan, 2017).

I.1.1. Fitoquimicos

Como se menciond en la seccidn anterior, la ingesta adecuada y crdnica de algunos alimentos funcionales, o
suplementos nutracéuticos, puede ayudar a reducir el riesgo de prevalencia e incidencia de enfermedades
cronicas relacionadas con el estilo de vida. Estos efectos biolégicos se atribuyen a compuestos activos de

origen natural presentes en la matriz del producto alimenticio o nutracéutico (Adefegha, 2018).
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Dentro de la gama de componentes bioactivos que podemos encontrar en los alimentos o nutracéuticos, los
compuestos fitoquimicos son metabolitos vegetales secundarios que se encuentran principalmente en frutas
y verduras con funcionalidad fisiolégica no nutritiva. El espectro de fitoquimicos que se pueden encontrar en
los alimentos funcionales y los suplementos dietéticos es enorme (Schieber & Lopes-Lutz, 2011). En la Tabla

I.1. se presentan algunos ejemplos de fitoquimicos de alimentos funcionales.

Tabla I.1. Principales fitoquimicos encontrados en productos alimenticios o nutracéuticos
Clase/Componente ‘ Origen ‘ Beneficio potencial

Carotenoides

Beta caroteno Zanahoria Neutraliza los radicales libres que podrian dafiar a las células
, Vegetales . i
Luteina & Contribuye a una visién sana
verdes

Licopeno Tomate Reduce el riesgo de cdncer de prdstata

Fibras dietéticas

— Cascara de . .
Fibra insoluble trigo Reduce el riesgo de cancer de colon

Beta glucano Avena Reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular

Acidos grasos

Omega 3, dcido graso Aceites de | Reducen el riesgo de enf. cardiovasculares y mejoran funciones
DHA peces mentales y visuales
Queso, . ., . . .
e . Mejora la composicidn corporal, reduce el riesgo de ciertos tipos
Acido linoléico productos ;
. de cancer
carnicos
Flavonoides
Catequinas Té Neutraliza radicales libres, podria reducir el riesgo de cancer
Flavonas Citricos Neutraliza radicales libres, podria reducir el riesgo de cancer

Esteroles vegetales

Maiz, soya,

Ester etilico Reduce los niveles de colesterol sanguineo

trigo
Prebidticos
. L Achicoria . . .
Fructooligosacdridos ! Mejoran la salud gastrointestinal
cebolla
Fitoestrégenos
Alimentos , .
Isoflavonas Reducen los sintomas de la menopausia

con soya

Compuestos azufrados
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Organoazufrados, Cebolla, ajo, . . . .
Tiosulfinatos brécoli Mejoran la composicién corporal, reducen el riesgo de ciertos
e § o tipos de céncer, antioxidantes, antitrombdticos entre otros.
Isotiocianatos coliflor

Fuente: Alvidrez 2002, con modificaciones

Se ha establecido que estos metabolitos tienen baja potencia como compuestos bioactivos en comparacién
con los farmacos sintéticos. Sin embargo, dado que se pueden consumir regularmente con la dieta, pueden
ejercer efectos fisioldgicos a largo plazo (Bernal, Mendiola, Ibafiez, & Cifuentes, 2011). Cabe sefialar que se
espera que los productos a base de fitoquimicos sean sustancialmente mas seguros, con efectos secundarios
menores que los medicamentos farmacéuticos; sin embargo, todavia hay una falta de legislaciones

estandarizadas sobre sus recomendaciones de produccidn, fabricacién y consumo.

Los efectos bioldgicos de estos fitoquimicos presentes en alimentos y productos relacionados con los
alimentos pueden estar asociados con su afinidad por ciertas proteinas, a través de la inhibicién o modulacién
de algunas enzimas y procesos metabdlicos, principalmente los relacionados con el estrés oxidativo (Adefegha,

2018).

I.1.2. El género Allium y sus aspectos benéficos para la salud

La familia de las Alliaceas tiene mas de 600 especies, distribuidas a lo largo de Europa, Norte América, Norte
de Africa y Asia. Ademas de los aspectos botanicos morfolégicos que caracterizan a cada una, también se
diferencian en cuanto al flavor el cual es resultado de complejas reacciones bioquimicas, aunque todas son
semejantes en relacidn al contenido de compuestos quimicos, especialmente aquellos con actividad bioldgica

(fitoquimicos) (Benkeblia & Lanzotti, 2007; Martins, Petropoulos, & Ferreira, 2016).

El ajo (Allium sativum. L) y la cebolla (Allium cepa. L) son dos de los miembros de esta familia mas utilizados
en gastronomia y son por esta razon considerados unas de las hortalizas mas comercializadas a nivel global
(Martins et al., 2016). A lo largo de la historia, el ajo ha gozado de una gran variedad de aplicaciones. Sus
demostradas propiedades terapéuticas y promotoras de la salud, lo convierten en uno de los alimentos
naturales mas efectivos para prevenir distinto tipo de enfermedades. Es por esta razén que el ajo se ha

convertido en el vegetal mas citado en trabajos cientificos.

En particular, la ciencia moderna ha encontrado que en el ajo existen diferentes compuestos que presentan
efectos terapéuticos en el campo de las enfermedades cardiovasculares y del cancer. La mayoria de los

investigadores considera que la clave de los beneficios para la salud debido al ajo, reside en su alto contenido

4
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en compuestos azufrados. Aunque muchos alimentos también los poseen, el ajo, no obstante, contiene
proporcionalmente mas de estos compuestos que ningln otro vegetal (tres veces mas que sus seguidores
mas préximos: la cebolla y el brécoli). Hasta el presente, han sido identificados cerca de 30 componentes en
el ajo con efecto beneficioso potencial sobre la salud, los cuales manifiestan un amplio abanico de acciones
metabdlicas (Gomez & Sanchez-Muniz, 2000).

Ademas de la forma fresca o cruda de esta hortaliza, existen numerosas preparaciones a partir del ajo. La
preparacidon de las extracciones de ajo se puede realizar en forma liquida y sdlida. La composicidn vy
bioactividad de la extraccidon dependen del cultivar, grado de desarrollo de la planta, su estado fisioldgico, las
condiciones de conservacién poscosecha, al igual que el método de preparacién y método de consumo.
Cuando se extraen y se aislan, los compuestos bioactivos del ajo muestran una amplia gama de efectos
beneficiosos para la salud para tratar diversas enfermedades infecciosas, enfermedades no transmisibles, asi

como trastornos metabdlicos y genéticos (Amarakoon & Jayasekara, 2017).

[.1.2.1. Origen e Historia

El ajo, la cebolla, el puerro y la cebolla de verdeo son hortalizas del género Allium valoradas desde la
antigliedad. Se ha indicado que el lugar de origen del ajo es Asia Central, desde donde se extendié hacia el

Este hasta alcanzar China y hacia el Oeste en direccién a Europa (Gomez & Sanchez-Muniz, 2000).

Ya desde los comienzos de la escritura que se registra su uso, y se ha encontrado evidencia de su consumo en
pirdmides egipcias y templos griegos antiguos. Se habla de estos bulbos en la Biblia y en el Coran y se han
apreciado desde la época de los sumerios. Antiguos textos médicos de China e India prescribieron aplicaciones
médicas para el ajo. En muchas culturas, el ajo era administrado para proporcionar fuerza y aumentar la
capacidad de trabajo de los trabajadores (Rivlin, 2001). Alrededor del 2300 a.C. el ajo alcanzd gran
importancia en Sumeria y que llegé incluso a formar parte de algunas cervezas que se usaban para reducir

inflamaciones o eliminar parasitos.

Hipdcrates (s. V-IV a.C.) padre de la Medicina, hizo del ajo una parte de su arsenal terapéutico, defendiendo
su uso para problemas pulmonares, como agente limpiador o purgante, y para crecimientos abdominales,

particularmente uterinos (Rivlin, 2001).

En la medicina drabe de la Edad Media, el ajo era un remedio especialmente valorado. Los médicos arabes
contribuyeron en gran medida a la expansién del uso del ajo como remedio. Este conocimiento del uso

terapéutico de las plantas, especialmente el ajo, fue adquirido y transmitido a través de los monjes. El ajo se
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cultivaba en los monasterios europeos. Se creia que aliviaba numerosos padecimientos como afecciones

gastricas, resfrio, fiebre y diarrea cuando se consumia con bebidas (Petrovska & Cekovska, 2010).

Los antecedentes denotan que si bien el ajo ha sido utilizado en la medicina tradicional desde hace siglos, la
investigacion cientifica sobre estas plantas se inicié en la segunda mitad del siglo XIX, con la obra de Louis
Pasteur, que en 1858 observd por primera vez las propiedades antibacterianas del ajo. (Block, 1985). Las
propiedades antisépticas del ajo se confirmaron en la lucha contra el célera (en 1913), la fiebre tifoidea y la
difteria (en 1918) en Beirut (Petrovska & Cekovska, 2010). A pesar de la existencia de la penicilina, en la
segunda guerra mundial, cobré relevancia el uso del ajo para el tratamiento de heridas de los soldados ya que

era utilizado como antiséptico (Amagase et al., 2001).

En los estudios mas recientes existe evidencia epidemioldgica que demuestra las funciones terapéuticas y
preventivas del ajo, atribuidas a diferentes componentes presentes en el vegetal y/o sus productos
nutracéuticos. Ahora bien, aunque se ha demostrado que el ajo y sus productos pueden tener un potencial
clinico significativo, ya sea por derecho propio o como terapia adyuvante en diferentes trastornos, debido a
algunos problemas, como falta de informacion sobre la justificacién de la dosis, variacidn entre ensayos de
eficacia y efectividad, la ausencia de un comparador de placebo o la falta de grupos de control se necesitan
mds experimentos e investigaciones estandar para confirmar el efecto beneficioso del ajo a nivel clinico en

diversas enfermedades. (Bayan et al., 2014).

[.1.2.2. Consumo a nivel regional

Las alidceas comestibles representan uno de los cultivos de hortalizas mas importante a nivel mundial. El ajo
es la segunda aliacea de consumo mas extendido, con una popularidad en crecimiento debido a los crecientes
conocimientos de sus beneficios para la salud. A nivel local, el ajo constituye la principal hortaliza fresca
exportable de Argentina, ocupando el tercer puesto como productor y abastecedor a nivel mundial, ocupando
el primer lugar China seguido de Espafia (Lépez et al., 2019).

Las provincias que presentan las condiciones climaticas mas favorables para la produccién de ajo son
Mendoza y San Juan las cuales aportan el 95 % del producido en el pais. De lo producido en nuestro pais, el
70% es exportado, el 20 % es para consumo interno y aproximadamente un 10% se destina para ajo semilla.
El pais exporta anualmente mas de 80.000 toneladas siendo Brasil el principal comprador, con una
participacién del 80% en el total comercializado. La provincia de Mendoza continda liderando la superficie
cultivada del pais con esta hortaliza. La superficie estimada para esta temporada 2019/2020 fue de 11.323,38
ha de ajo (Fernandez, 2020).
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Considerando, que la provincia de Mendoza es la principal productora de ajo (Allium sativum L.) de la
Argentina y que nuestro pais se posiciona como el segundo exportador de ajo a nivel mundial, es que esta

especie se propone como objeto de estudio en el presente trabajo.

[.1.2.3. Composicion Quimica y Compuestos Bioactivos del Ajo

A pesar del uso frecuente del ajo en la cocina de muchas culturas, su importancia nutritiva es practicamente
insignificante debido a que es utilizado como un saborizante, consumido en pequeiias cantidades, y no como
un alimento. El agua es el componente mayoritario del ajo fresco (aproximadamente 62-68%), seguido por
los hidratos de carbono, correspondiendo al 26-30% de su peso seco, consistiendo los mismos
mayoritariamente por fructanos, los cuales presentan ciertas propiedades bioldgicas. Luego siguen en
cantidad los compuestos organoazufrados (11-35 mg g de ajo fresco), proteinas, fibra y aminodcidos libres
(Tabla 1.2.). También pueden encontrarse otros compuestos bioactivos como vitaminas C y E y minerales
como el selenio, entre otros. Casi todos los compuestos presentes en el ajo son solubles en agua (97%) con
una pequena cantidad de compuestos solubles en aceite (0,15 a 0,7%) (Mardomi, 2017; Qiu, Zheng, Zhang,
Sun-Waterhouse, & Qiao, 2020; K. Rahman, 2003).

Ademads, pueden encontrarse en su composicidon polifenoles como flavonoides, antocianinas, flavonoles y
taninos. La mayoria de los investigadores considera que los beneficios para la salud, residen en su alto
contenido en compuestos azufrados. Aunque muchos alimentos también los poseen, el ajo, contiene tres

veces mas compuestos organoazufrados que cualquier otra hortaliza (Corzo-Martinez y col., 2007).

Tabla I.2. Composiciéon Quimica del ajo

Analisis Proximal Cantidad (peso fresco %)
Agua 62-68
Carbohidratos 25-30
Proteinas 1,5-2,1
Aminodcidos esenciales 1-1,5
Lipidos 0,1-0,2
Fibra dietaria 1,5
Minerales 0,7
Vitaminas 0,015
Compuestos Bioactivos Cantidad (peso fresco %)
Compuestos azufrados totales* 1,1-3,5
Saponinas 0,04-0,11
Compuestos fendlicos 0,1-0,5
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Lectinas 0,004-0,028
Aminodcidos: cisteina sulféxidos 0,6-1,9
y- Glutamilcisteina 0,5-1,6
Fructanos 4,6-6

*Excluyendo proteinas y sulfato inorgdnico (0,5%).

Fuente: Rahman, 2003; Mardomi, 2017; Qiu et al., 2020

1.1.2.3.1. Compuestos Organoazufrados

Los principales compuestos bioactivos, responsables de las funciones bioldgicas de las especies Allium, son
los compuestos organoazufrados. Los bulbos de ajo intactos contienen aminodcidos azufrados, entre los que
se incluyen cisteina y metionina (trazas). Ademas se encuentran presentes en esta matriz y-glutamil péptidos,
los cuales, mediante la intervencidn de enzimas tales como y-glutamiltranspeptidasa y oxidasa, son
biotransformados en alquenil-cistein-sulféxidos (ACSOs), también llamados compuestos precursores del
flavor, entre los que se encuentra la aliina (S-alil-cistein-sulféxido) (Rabinowitch & Brewster, 1990; Ramirez
et al., 2016). La Figura I.1. muestra de manera esquematica la formacidn de los organoazufrados en el ajo, a

su vez se muestran las principales vias bioquimicas para su produccién y sintesis.

Alquenil cistein sulfoxidos (ACSOs)

citoplasma
3 ik
5 OH
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Figura I.1. Esquema de formacidn y sintesis de los compuestos organoazufrados
Fuente: Ramirez et al., 2016



CIENCIAS EXACTAS TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ

Y NATURALES

Naturaleza, Ciencia y Humanismo CAPI’TULO I

UNCUYO

. UNIVERSIDAD
*  NACIONAL DE CUYO

Los tiosulfinatos (TS) se forman tras la hidrélisis enzimatica de los ACSOs, ubicados en el citoplasma, por la
enzima vacuolar aliinasa, cuando hay disrupcién de los tejidos del ajo (Figura 1.2.) (Lancaster & Collin, 1981).
La alicina (dialil tiosulfinato) es el TS del ajo mas abundante y representa el 70 a 80% del total de los
tiosulfinatos. La actividad de la enzima aliinasa se ve influenciada por varios factores tales como: presencia
de cofactores, pHy temperatura. En cuanto al pH, la enzima se activa a pH 4,5-9, pero se inactiva rapidamente
y de forma irreversible a pH 1.5-3. En lo que respecta a la influencia de temperatura sobre la actividad de la
enzima, en 1999, Krest y Keusgen, determinaron que la actividad enzimatica decrece rapidamente a 42°C,
indicando que la temperatura dptima de activacién se encuentra entre 35-372C y la inactivacién se da entre

42-60°C. A temperaturas mayores de 609C la actividad enzimatica se anula (Amagase, 2006).

A su vez la alicina es un compuesto inestable y sufre degradacién y transformaciones dando compuestos
organoazufrados volatiles, entre ellos ajoenos, vinilditiinas, thioacroleina y alil sulfuros. En medios mas
polares se obtendra una mayor proporcidn de ajoeno, mientras que en medios menos polares prevalecerd la
formacién de vinilditiinas, sobre una pequefia cantidad de ajoeno (Soto, Camargo, & Galmarini, 2007). Cuando
la alicina se deja a temperatura ambiente por 20 horas, se descompone espontaneamente en dialil disulfuro

(DADS) (66%), dialil sulfuro (DAS) (14%) y dialil trisulfuro (DATS) (9%) (Amagase, 2006).

Compartimentos con aliinasa

Células de almacenamiento del meséfilo que
contienen aliina y sus correspondientes analogos

Figura 1.2. Corte transversal de un diente de ajo mostrando la localizacién de aliina y alinasa. Fuente:
Kamel, 2006.
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Ademas de la biosintesis de los tiosulfintos a través de la interaccién ACSOs-aliinasa, los Y-glutamil péptidos
se convierten en S-alil cisteina (SAC) a través de una via diferente. La S-alil-L-cisteina y trans-S-1-propenil-L-
cisteina, junto con una pequeia cantidad de S-metil-L-cisteina, se encuentran en el extracto de ajo anejado
(AGE). Estos derivados de cisteina son cristales incoloros, inodoros y estables en estado sélido o en solucién
acuosa bajo condiciones neutras o ligeramente acidas. El SAC ofrece proteccidn contra la oxidacién, los
radicales libres, el cancer y las enfermedades cardiovasculares. Ademds, en AGE también se encuentra S-alil
mercaptocisteina (SAMC) que presenta efecto hepatoprotector, anticancerigeno y antioxidante (Amagase,

2006).

1.1.2.3.2. Compuestos Fendlicos

En general se relaciona al ajo y sus productos en relacion a sus beneficios para la salud con el contenido de
compuestos azufrados en sus matrices. Sin embargo, existen también componentes adicionales del ajo que
incluyen una amplia gama de biomoléculas primarias y secundarias sin azufre, tales como los compuestos
fendlicos asociados con diversas propiedades bioactivas, principalmente aquellas relacionadas con la

actividad antioxidante (Bozin et al., 2008).

Se considera que los compuestos fendlicos en las plantas tienen un papel clave como compuestos de defensa
cuando la planta es sometida a un estrés ambiental, como luz alta, bajas temperaturas, infeccién por
patdgenos, y la deficiencia de nutrientes, que pueden conducir a una mayor produccion de radicales libres y
otras especies oxidativas en las plantas (Lattanzio, 2013). Estan presentes generalmente en forma de
glucdsidos en los extractos de las frutas, hierbas, vegetales, cereales y otros materiales de plantas ricos en
polifenoles lo que ha permitido su utilizacién por la industria alimentaria (Mufioz Jauregui & Ramos Escudero,

2007).

La caracteristica estructural basica de los compuestos fendlicos es un anillo aromatico que lleva uno o mas
grupos hidroxilo. Los compuestos fendlicos vegetales se clasifican como fenoles simples o polifenoles segun
el numero de unidades de fenol en la molécula. Asi, los fendlicos vegetales comprenden fenoles simples,
ligninas, lignanos, taninos condensados e hidrolizables, acidos fendlicos y flavonoides (Bozin et al., 2008;
Lattanzio, 2013; Mufioz Jauregui & Ramos Escudero, 2007). La Figura 1.3. resume la clasificacion y principales

estructuras de los compuestos fendlicos que pueden encontrarse en la naturaleza.

Diferentes compuestos quimicos y elementos fisicos, como los rayos ultravioleta, son fuente de estrés
oxidativo al generar especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células. En el cuerpo humano, los ROS incluyen

al peroxido de hidrdgeno, radical peroxi, radicales hidroxilo, radical aniénico superéxido, acido hipocloroso,

10
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radical oxido nitrico y oxigeno singlete. La produccién excesiva de estas especies reactivas puede causar
facilmente dafios a las células y los tejidos (Khan, Qureshi, Jabeen, & Shakeel, 2016). Sin embargo, los
compuestos fendlicos presentes en los alimentos han demostrado ejercer un efecto antioxidante sobre las
ROS mediante diferentes mecanismos tales como el secuestro de radicales libres, donacién de moléculas de
hidrogeno, barriendo moléculas de superéxido, quelacién de metales de transicidén; propiedades que son
atribuidas principalmente al grupo hidroxilo presente en su anillo estructural (Mufioz Jauregui & Ramos
Escudero, 2007). En el ajo, particularmente, sus propiedades antioxidantes son atribuidas principalmente a

flavonoides (de Queiroz et al., 2014).

Si se analiza el contenido de compuestos fendlicos totales, el ajo se posiciona en segundo lugar en una
clasificacidon que incluye 23 vegetales de consumo habitual. Ademas, se ha descubierto que algunos productos
de ajo, como el extracto de ajo afiejado (AGE) o el ajo negro, contienen un mayor nivel de polifenoles en
comparacién con el ajo crudo (Beato et al., 2011). Diversos trabajos han reportados perfiles y niveles variables
de compuestos fendlicos en el ajo. Miean y Mohamed, en el afio 2001, encontraron concentraciones
relativamente altas de los flavonoides miricetina, quercetina y apigenina en el ajo. Por otro lado, Gorinstein
et al., 2008, encontraron solo quercetina y campferol, y que la suma de 4cidos hidroxicinamicos (acidos
cafeico, p-cumarico, ferulico y sinapico) era hasta dos veces mayor en el ajo que en la cebolla. Los factores
genéticos, agronémicos y ambientales tienen un papel importante en la composicién fendlica de los cultivos.
Sin embargo, se desconocen las influencias de estos factores sobre la concentracién de compuestos fendlicos
en el ajo (Beato et al., 2011). Ademas, muchos de estos componentes funcionan sinérgicamente para
proporcionar diferentes beneficios para la salud pero su importancia real en la explicacidn de los beneficios

para la salud del ajo alin no se ha resuelto (Bozin et al., 2008).

11
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Figura 1.3. Clasificacién de los compuestos fendlicos y principales estructuras quimicas.
*cada numero representa una posicion de sustituyentes -OH

Fuente: (Muiioz Jauregui & Ramos Escudero, 2007)

1.1.2.3.3. Fructanos (inulina)

Una de los beneficios asociados al consumo de ajo o de algunos de sus productos consiste en la prevencion
de trastornos gastrointestinales. Como uno de los componentes principales del ajo, los fructanos pueden
contribuir a la proteccidn contra enfermedades gastrointestinales mejorando el entorno gastrointestinal

microbiano (Zhang et al., 2013).

Los fructanos son oligosacaridos de reserva que se encuentran en aproximadamente el 15 % de especies de
plantas de floracidn, especialmente de climas templados y aridos. Algunos alimentos en los que se pueden
encontrar son: las cebollas, los ajos, la achicoria, el camote y la alcachofa (Chandrashekar, Prashanth, &
Venkatesh, 2011). Los fructanos se caracterizan por el hecho de que tienen como estructura general a la
glucosa unida exclusivamente por enlaces B 2-1 a multiples residuos de fructosa (Schaafsma & Slavin, 2015).
En la Figura 1.4. podemos observar su estructura. Respecto a su destino fisiolégico se considera que los
fructanos son no digeribles, con un grado de polimerizacidon de 3-10 que resisten la hidrélisis de las enzimas
digestivas humanas. El fructano mas estudiado y vendido mundialmente es el fructano del tipo inulina (FTI).

La Inulina es un término genérico asociado a fructanos extraidos de plantas con agua caliente y que no se ha

12
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sometido a ninglin tratamiento quimico posterior (Alvarez-Borroto, Ruano-Nieto, Calle-Mifiaca, & Lara-Fiallos,

2015; N. Zhang et al., 2013).

HOCH,

Figura 1.4. Estructura quimica de fructanos tipo inulina.
A: Con una molécula terminal de glucosa y B: con una molécula terminal de fructosa.
Fuente: Madrigal & Sangronis, 2007

Respecto a las propiedades bioactivas asociadas a estos compuestos, se considera que principalmente la
inulina y los fructooligosacaridos (FOS) son una gran fuente de prebiéticos. En el colon, algunos fructanos se
fermentan rapidamente para producir acidos grasos de cadena corta (AGCC), este hecho explica algunos de
los efectos sistémicos de los fructanos. Las bifidobacterias (y posiblemente algunos otros géneros) se
estimulan preferentemente para crecer en presencia de fructanos en el colon, lo que resulta en cambios
significativos en la composicién de la microflora intestinal al aumentar la cantidad de bacterias
potencialmente promotoras de la salud y reducir la cantidad de bacterias potencialmente dafiinas (N. Zhang
et al.,, 2013). Asimismo, al mantener los colonocitos protegidos de la adhesidon de bacterias patdgenas,
disminuye el desarrollo de células cancerosas. Ademas, favorecen la produccidon de la hormona conocida
como GLP1, responsable de la produccién de insulina, por lo tanto, puede ayudar a regular la diabetes. Por
otro lado, ayuda con problemas de sobrepeso, ya que aumenta los niveles reguladores del apetito, pues
genera una sensacion de saciedad y, por lo tanto, disminuye el consumo de alimento (Loyo Ruiz, Cruz Ramirez,

& Arciga Pedraza, 2020).
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En el ajo, después del agua, los carbohidratos son los segundos componentes mds abundantes, los cuales
representan mas del 30 % en base humeda. Estos carbohidratos son principalmente fructanos y representan

mas del 80 % de la materia seca del ajo.

La cantidad de fructanos, como la de otros metabolitos, esta fuertemente influenciada por factores genéticos
y ambientales, que incluyen: factores de crecimiento como luz, temperatura, humedad y fertilizantes; dafios
causados por microorganismos e insectos, estrés inducido por radiacion ultravioleta, metales pesados y
pesticidas (Lisciani et al., 2017). Espinosa-Martos, 2006 reportd niveles de aproximadamente 13,54 g de
inulina % p/p seco de ajo, mientras que Madrigal & Sangronis, 2007, encontraron cantidades mayores de
inulina en ajo fresco (29 % p/p seco). Guevara-Figueroa et al., 2015, reportaron niveles de FOS de 4-12 mg%g
ajo fresco. Ademas se ha estudiado la presencia de FOS e inulina en otros productos de ajo como el ajo negro
y extractos de ajo (Yuan, Sun, Chen, & Wang, 2016). La variacién en los grados de polimerizacion de los FOS y
los niveles encontrados en los distintos reportes hace dificil establecer cantidades fijas de niveles de inulina

encontrados en el ajo o en sus productos, y se necesita ahondar en esta problematica.

[.1.2.4. Preparaciones Gastrondmicas y Productos Nutracéuticos a base de ajo

En los ultimos afos, el ajo se encuentra entre las especies horticolas mds comercializadas en el sector de
productos procesados debido al desarrollo de tecnologias de procesamiento de alimentos. Este creciente
interés en los productos procesados del ajo se debe a que muchos consumidores consideran poco atrayente
su fuerte pungencia y olor/sabor. Lo anterior conlleva a que no se alcancen las cantidades de consumo de ajo
fresco recomendadas para alcanzar sus efectos benéficos (2 gramos por dia). De manera que a través del
procesamiento del ajo fresco se busca obtener productos a base de ajo que se usen con fines culinarios y/o

fines nutracéuticos.

Respecto a las preparaciones culinarias, el ajo se puede encontrar como seco, en polvo, puré, jugo de ajoy
aceite esencial, salsa y encurtidos. Mientras que como productos nutracéuticos se comercializa como aceite
de ajo encapsulado, tabletas de ajo en polvo inodoro, aceite de ajo y extracto de ajo afiejado (AGE) (Akan &
Yanmaz, 2017). En la Figura 1.5. se presentan algunos ejemplos de productos comerciales a base ajo

disponibles en el mercado argentino.
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Figura I.5. Productos a base de ajo comercializados en Argentina
Fuente: mercadolibre.com.ar; ar.iherb.com

Como puede verse en los productos comerciales disponibles en el mercado, ajo se procesa dando productos
en forma sélida y liquida. La forma sdlida se puede utilizar como polvo seco o masa blanda (salsas o purés).
La forma liquida se puede preparar como una formulaciéon acuosa, aceite o una extraccidn utilizando
disolventes como el alcohol. Sin embargo, la composicién y el efecto de su bioactividad dependen de la cepa
de ajo, la edad, las condiciones de almacenamiento, el método de procesamiento y el consumo (Amarakoon

& Jayasekara, 2017).

Respecto a los componentes de cada preparacidn, el macerado de aceite de ajo se compone de compuestos
de azufre solubles en aceite, tales como vinilditiinas y ajoenos, y aliina. No contiene alicina (Quesada et al.,

2020).

El ajo en polvo, por otro lado, se genera a partir de dientes de ajo que se liofilizan y se pulverizan en polvo.
Contiene aliina y una pequefia cantidad de compuestos de azufre solubles en aceite. Como todos los
productos comerciales de ajo, no contiene alicina, sin embargo, si se someten a una hidratacidn, este polvo

de ajo tiene alicina potencial (de Diego, Avello, Mennickent, Fernandez, & Fernandez, 2007).
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Los extractos de ajo se producen al remojar los dientes de ajo en rodajas o picados en una solucion de
extraccién durante un tiempo especifico. Luego, después de la separacidon de la solucién, se concentra el
extracto. De los diferentes extractos de ajo, el llamado "extracto de ajo envejecido o afiejado" (AGE, Kyolic)
merece una atencidn especial. AGE es un producto inodoro de una extraccidn prolongada de ajo fresco a
temperatura ambiente. El ajo cortado o triturado se almacena en una solucién de etanol al 15-20% en agua
durante 20 meses. Luego, el extracto se filtra y se concentra. Durante tanto tiempo, los compuestos
responsables del sabor caracteristico y los componentes pungentes se transforman naturalmente en
compuestos de azufre estables y seguros. El AGE contiene SAC y SAMC, y pequefias cantidades de sulfuros de
alilo solubles en aceite. Estos compuestos de azufre solubles en agua, formados durante el envejecimiento

del extracto de ajo, tienen un enorme potencial antioxidante (Kwiecien, Iciek, & Wlodek, 2009).

Aparte de estos productos, el “ajo negro” es un producto que se encuentra en auge de comercializacién. El
ajo negro es una fermentacién de ajo fresco. Como resultado, el sabor y el olor caracteristicos del ajo
desaparecen o disminuyen, y aparecen otros compuestos predominando los azlcares, dando un sabor similar
al almibar y al vinagre. Se afirma que el ajo negro tiene un fuerte efecto anticancerigeno y tiene una mayor
actividad antioxidante en comparacién con el ajo fresco debido a la presencia de SAC en su matriz (Akan &

Yanmaz, 2017).
1.1.2.5. Propiedades bioldgicas asociadas al ajo y sus preparaciones

Tradicionalmente, se ha afirmado que el ajo y sus compuestos relacionados tienen varias actividades
bioldgicas que incluyen actividades anticancerigenas, promotoras del sistema cardiovascular, antioxidantes,
antidiabéticas, renoprotectoras, antiaterosclerdticas, antibacterianas, antifingicas y antihipertensivas
(Amagase, 2006; Beshbishy et al., 2020; Lanzotti, 2006; Shang et al., 2019). Ademds, el ajo se ha utilizado en
la medicina tradicional para tratar la indigestion, las infecciones del tracto respiratorio y urinario y los
trastornos cardiacos y mostré efectos carminativos, antipiréticos, sedantes, afrodisiacos y diuréticos. La Tabla
1.3., resume los principales compuestos bioactivos presentes en el ajo asi como sus potenciales acciones

bioldgicas.

Tabla 1.3. Principales compuestos bioactivos del ajo y sus propiedades funcionales

Compuestos organoazufrados

Aliina Hipotensora, hipoglucemiante

Ajoeno Prey'iene la formacién d.e coégulo§, ayuda a diso.lvglrlc.)s.
Antiinflamatorio, vasodilatador, hipotensor, Antibiético

Alicina Antibidtica, antiflingica, antiviral
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Hipocolesterolemiante, previene la aterosclerosis, antitumoral,

Alil mercaptano ey s
P antidiabética

Hipocolesterolemiante. Aumento la produccién de enzimas

DAS y otros polisulfuros o . ,
¥ P detoxificantes. Anticancerigeno

S-alil cisteina y gamma glutamil Hipocolesterolemiantes, antioxidantes, quimioprotectores frente al
péptidos cancer.

. Compuestosnoazufrados

Vasodilatadora, hipotensora, miorrelajante. Estimula la sintesis de

Adenosina 1
hormonas esteroidicas

Fructanos (Escorodosa) Efectos cardioprotectores. Prebidticos

Estimula el sistema inmune por medio de macrdéfagos y células

Fraccion proteica F-4 (.
esplénicas

Estabiliza los mastocitos. Ejerce efectos beneficiosos en el asmayy la

uercetina . L
Q alergia. Antioxidante
Hipotensoras. La Gitonina F, es antivirica, el Erubdsito, B antifungico.
Saponinas Hipotensora en conejos y perros. Factor de crecimiento en dosis
elevadas
Compuestos organoselénicos Antioxidantes. Antiinflamatorios.
Compuestos fendlicos Antioxidantes. Antiinflamatorios. Antiviricos y antibacterianos

Fuente (Gdmez & Sanchez-Muniz, 2000)

1.2. ABORDAJE DEL ESTUDIO DE ALIMENTOS FUNCIONALES DESDE UNA PERSPECTIVA
BIOLOGICA-ANALITICA

.2.1. ASPECTOS ANALITICOS RELACIONADOS CON LA DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS

El desarrollo de métodos analiticos confiables es obligatorio para caracterizar adecuadamente cada producto
natural a base de ajo. Las metodologias analiticas también ayudan a comprender mejor los efectos
beneficiosos para la salud de los compuestos bioactivos. Con el fin de desarrollar adecuadamente los
suplementos nutracéuticos o hacer recomendaciones de consumo, se emplean ensayos in vitro, in vivo y
clinicos para evaluar la exposicidon corporal una vez ingeridos los fitoquimicos. En este sentido, se suelen
emplear diferentes herramientas analiticas para estimar los niveles de compuestos activos o sus metabolitos
(Moreno & llic, 2018; Quintin, Garcia-Gomez, Ayuso, & Sanmartin, 2019). En breve, la mayoria de los analisis
de productos naturales implican la preparacion de muestras (extraccion y purificacion), la separacién de los
componentes activos de la planta, de concomitantes en su matriz, y su cuantificacién final empleando
detectores analiticos altamente sensibles. La naturaleza quimica de los compuestos, junto con la matriz
alimentaria o nutracéutica, ambas determinan el procedimiento de preparacién de la muestra (extraccidn a

base de solventes, destilacidén, extraccidn asistida por ultrasonidos, entre otros), el mecanismo de separacién
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(Cromatografia de gases -GC-, Cromatografia de liquidos -LC- Electroforesis Capilar -CE-) y el tipo de detector
a utilizar (Detector Ultravioleta -UV-, Detector de Fluorescencia -FLD-, Detector de lonizacién de Llama -FID-,

Espectrometro de Masas -MS-) (Bernal et al., 2011; Ren et al., 2013; Schieber & Lopes-Lutz, 2011).
[.2.1.1. Técnicas de Preparacion de Muestras

1.2.1.1.1. Técnicas de extraccion tradicionales

Los compuestos bioactivos de vegetales se pueden extraer mediante diversas técnicas de extraccidn clasicas.
La mayoria de estas técnicas se basan en el poder de extraccion de diferentes solventes (organicos / agua), y
la aplicacidn de calor y / o alguna otra fuente fisica de manipulacion. Para obtener compuestos bioactivos a
partir de plantas, las técnicas clasicas existentes son: (1) Extraccidn por Soxhlet, (2) Extracciones con solventes
(maceracién), (3) Extraccion liquido-liquido o sdlido-liquido e (4) Hidrodestilacién.

En la extraccion por Soxhlet, se coloca una pequefia cantidad de muestra seca en un dedal. A continuacion,
el dedal se coloca en un matraz de destilacién que contiene el disolvente de particular interés. Después de
alcanzar un nivel de desbordamiento, la solucidn del porta-dedales se aspira mediante un sifén. Sifén
descarga la solucidn nuevamente en el matraz de destilacidn. Esta solucidon transporta los solutos extraidos
al liquido a granel. El soluto permanece en el matraz de destilacién y el solvente vuelve al lecho sélido de la
planta. El proceso se ejecuta repetidamente hasta que se completa la extraccidn. Este tipo de extraccién es

comun principalmente para analitos de baja polaridad como los carotenos y acidos grasos (Azmir et al., 2013).

Por otro lado en las extracciones con solventes, los analitos son extraidos de una muestra sdlida o liquida
mediante un disolvente apropiado que permite mayoritariamente la disolucién de los mismos y no la de otros
componentes de la muestra. La muestra sdélida pesada, preferiblemente finamente dividida, o la muestra
liguida se pone en contacto con un solvente organico de extraccion en un recipiente adecuado vy
habitualmente es mezclada o agitada durante un cierto periodo de tiempo de tal manera que el analito se
extraiga de la muestra y se disuelva en el liquido. Hay diversos factores que afectan la capacidad del analito
de ser liberado por la matriz y difundir en el medio, como la polaridad del compuesto y la composicién de la
matriz, el pH, latemperatura, las caracteristicas del solvente, entre otros. Después de la extraccién, el material
solido no disuelto se filtra o centrifuga, y el filtrado finalmente se analiza. Si bien esta técnica es la mas
utilizada para la extraccion de los compuestos bioactivos del ajo, la misma presenta ciertas desventajas:
consumen tiempo, requieren grandes cantidades de reactivos y solventes organicos, generan numerosos
residuos, y pueden dar lugar a una distorsion de los resultados debido tanto a las impurezas presentes en los

reactivos y/o por la manipulacion prolongada de los compuestos involucrados (Biniecka & Caroli, 2011). La
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Tabla 1.4., que se presenta a continuacidn, muestra algunos de los solventes que normalmente se emplean

para realizar la extraccion de compuestos bioactivos en matrices alimentarias.

Tabla 1.4. Ejemplo de algunos compuestos bioactivos extraidos mediante diferentes solventes

Agua Etanol Metanol Cloroformo Diclorometano Eter Acetona
Antocianinas  Taninos  Antocianinas Terpenoides Terpenoides Alcaloides  Flavonoides
. . . Organoazu- Organoazu- Terpe-
Taninos Flavonoides Terpenoides & & ‘p
frados frados noides
. . . . Vitaminas
Saponinas  Alcaloides Flavonoides Glucosinolatos Carotenos .
Liposolubles
Terpenoides  Fructanos Taninos Glucosinolatos
Organoa- Vitaminas
Fructanos .
zufrados liposolubles
Azlcares
simples

Fuente: Azmir et al., 2013, con modificaciones

La destilaciéon es uno de los procedimientos mas fdciles para separar compuestos volatiles a partir de las
matrices de alimentos. Esta técnica se ha empleado con anterioridad para algunos compuestos del ajo,
particularmente para los organoazufrados. Sin embargo, debido a que estos compuestos son altamente
reactivos, se debe siempre considerar la posibilidad de una descomposicién térmica. La destilacién por alto
vacio se ha empleado para reducir la formacion potencial de “artifacts” que corresponden a compuestos no
originales de las muestras, productos de reordenamiento, oxidacion y/o descomposicién enzimatica que
resultan de reacciones sufridas por los OSCs durante su extraccion y andlisis (Iranshahi, 2013; Locatelli et al.,

2015).

1.2.1.1.2. Técnicas modernas de extraccion

Para superar las limitaciones de los métodos de extraccidn convencionales, se han propuesto nuevas y
prometedoras técnicas de extraccion. Algunas de las técnicas modernas de extraccién son: la extraccidon
asistida por ultrasonido (ultrasound-assisted extraction), la extraccion asistida por microondas, extraccion con
fluidos supercriticos, y las técnicas de extraccidn miniaturizadas, ya sea en fase sélida o liquida. Las mismas
se consideran que son mas respetuosas con el medio ambiente debido a la reduccién de productos quimicos
sintéticos y organicos en sus procesos, y al tiempo de extraccién que también es reducido (Azmir et al., 2013).
Adentrandonos en UAE, se sabe que el ultrasonido es un tipo especial de onda de sonido que sobrepasa el

oido humano. Por lo general, en quimica se emplean ondas de 20 kHz a 100 MHz. Como otras ondas, pasa a
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través de un medio creando compresidn y expansion. Este proceso produce un fendmeno llamado cavitacion,
qgue significa produccion, crecimiento y colapso de burbujas. El principal beneficio de la UAE se puede
observar mayormente en muestras vegetales sélidas porque la energia de ultrasonido facilita la lixiviacion de
compuestos orgdnicos e inorganicos de la matriz de la planta. El contenido de humedad de la muestra, el
grado de molienda, el tamano de las particulas y el disolvente son factores muy importantes para obtener
una extraccion eficiente y eficaz. Asi como la temperatura y el tiempo de extraccion (Azmir et al., 2013;
Chematet al., 2017). Este tipo de extraccion ha sido utilizada y con resultados favorables para extraer diversos
compuestos bioactivos tales como compuestos fendlicos, compuestos volatiles y aromaticos, (Altemimi,
Lakhssassi, Baharlouei, Watson, & Lightfoot, 2017; Chemat et al., 2017) . En el ajo, la extraccién asistida por
ultrasonido ha mostrado ser una técnica superior para la extraccién de compuestos térmicamente labiles, en
particular, compuestos organoazufrados, en comparacién con la destilacion convencional y la extraccién por

hidrodestilacion asistida por microondas (Poojary et al., 2017).

Por otro lado, las técnicas miniaturizadas de preparaciéon de muestras proporcionan varias ventajas: alta
velocidad de analisis con gran eficiencia, bajos costos de operacidn ya que el consumo de disolvente es muy
bajo, los procedimientos analiticos son amigables con el medio ambiente, y el analisis es altamente selectivo,
ademas de proporcionar un efecto de pre-concentracién de analitos (Vinas, Campillo, Lépez-Garcia, &

Hernandez-Cdrdoba, 2014).

Las microextracciones en fase sélida (SPME) son muy utilizadas en analisis de alimentos. Basicamente, utiliza
una fibra de silice fundida recubierta en la parte exterior con una fase estacionaria adecuada. El analito en la
muestra se extrae directamente sobre el recubrimiento de la fibra. La técnica de SPME se puede utilizar de
forma rutinaria en combinacién con cromatografia de gases (GC), GC-espectrometria de masas (GC-MS) o
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Sin embargo estas técnicas dependen del uso de material
adsorbente, el cual suele ser costoso, requieren tiempos de extracciones mayores de 30 minutos (sélo en la
etapa de adsorcién) y tienen un uso limitado sobre todo a especies quimicas volatiles (Kataoka, Lord, &

Pawliszyn, 2000).

Particularmente, las técnicas de mircoextraccion en fase liquida consisten en procedimientos de
pretratamiento de muestras, en el que sdlo se requieren varios microlitros de disolvente para concentrar
analitos a partir de diversas muestras, en lugar de cientos de mililitros empleados normalmente en las
extracciones liquido-liquido tradicional. Son compatibles con la cromatografia de gases capilar (GC),
electroforesis capilar (CE) y HPLC. En estas técnicas, la extraccién tiene lugar normalmente en una pequefia
cantidad de un disolvente inmiscible en agua (fase aceptora o extractante) a partir de una muestra acuosa

gue contiene analitos (fase donante) (Sarafraz-Yazdi & Amiri, 2010).
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Las principales técnicas utilizadas son: microextraccion de gota directamente suspendida (SDME)

microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) y microextraccion en fase liquida de fibra hueca (HF-LPME).

La DLLME fue introducida por primera vez en el aifio 2006 (Rezaee y col., 2006). Fue concebida originalmente
como un sistema ternario de disolventes formado por una muestra acuosa que contiene los analitos, un
disolvente de extraccidn inmiscible en agua, y un disolvente dispersante miscible tanto en agua, como en el
extractante. La mezcla de los disolventes de extraccidon (la cual se encuentra en microlitros) y dispersidn se
inyecta rapidamente con una jeringa en la muestra acuosa. Los solutos hidréfobos, se enriquecen en el
disolvente de extraccién, que se dispersa en el seno de la solucidn acuosa. Lo que sucede a lo largo del proceso
de extraccion se puede resumir de la siguiente forma: la mezcla del solvente orgdnico extractante y el
dispersante al inyectarse rdpidamente en la muestra produce turbulencia lo que provoca la formacién de
gotitas finas del extractante, que se dispersan a través de la muestra acuosa. Las gotitas emulsionadas tienen
una gran area superficial y, en consecuencia, el equilibrio con los analitos se alcanza rapidamente y la
extraccidn es casi instantdnea. Después de la extraccién, la mezcla turbia se centrifuga y las finas gotitas de
la fase extractante decantan en la parte inferior del tubo. Finalmente la fase decantada se inyecta en el
sistema cromatografico, o es sometida a un proceso de secado para eliminar los solventes que no sean

compatibles a HPLC y luego se redisuelve en metanol o fase movil.

Al igual que en las extracciones liquido-liquido tradicionales, la microextraccién con solvente se basa en la
distribucidn del analito entre la fase que contiene la muestra (generalmente acuosa), y la fase extractante. El
balance de masas establece que en todo momento el analito presente en la fase acuosa y organica debe ser

igual a la cantidad inicial de analito en la muestra: Ci.Vaq = Corg.Vorg + Caq.Vaq. Donde:

- Gi: Concentracidn inicial del analito en la muestra acuosa
- Vaq: Volumen fase acuosa

- Corg: Concentracion del analito en fase organica

- Vorg: Volumen de fase orgdnica

En el equilibrio la concentracién del o los analitos tanto en la fase acuosa como orgdnica es constante. Esto

se puede determinar con el siguiente cociente: Kq= Corg/Caq
Donde:

- Kg: Coeficiente de distribucién del analito

La figura 1.6. muestra de forma esquematizada cada una de estas técnicas.
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Figura I.6. Esquema de las principales microextracciones liquidas.

HS-SDME: Head-Space Single Drop Microextraction —Microextraccion de gota en espacio de cabeza- ; HF-LPME:
Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction —Microextraccion en fase liquida con fibra hueca-; DLLME:
Dispersive Liquid Liquid Microextraction

Como se ha mencionado anteriormente estas nuevas y eficientes técnicas de microextraccién liquidas
presentan grandes ventajas frente las técnicas de preparacion de muestras que tradicionalmente se han
utilizado y son numerosos los estudios en el area de alimentos que han aprovechado estas mejorias en sus
analisis (Vinas y col., 2014), trabajando tanto con matrices liquidas (como jugos de frutas, vino, cerveza), y

matrices solidas (frutas y vegetales frescos, productos nutracéuticos).

1.2.1.2. Técnicas de Separacion e Identificacidn de analitos en alimentos

Hay muchos métodos altamente sensibles y sofisticados para separar e identificar compuestos bioactivos
presentes en alimentos o nutracéuticos. Los métodos mas empleados de separaciodn incluyen diferentes
métodos cromatograficos, como cromatografia de gases (GC) y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Las técnicas de identificacidn acopladas a estos instrumentos, por lo general incluyen espectroscopia
y espectrofotometria, incluyendo espectrofotdmetros de luz ultravioleta (UV), espectrdmetros de masa (MS),
fluorescencia, y ademas son posibles de encontrar detectores electroquimicos como los amperométricos

(Iranshahi, 2013).

1.2.1.2.1. Principios bdsicos de Cromatografia

La cromatografia es esencialmente un método fisico-quimico de separacion en el que los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una inmavil (fase estacionaria), y otra movil (fase movil) la cual percola

a través de la primera. El proceso cromatografico se da como resultado de repetidas interacciones de
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diferente naturaleza durante el movimiento de los componentes de la mezcla arrastrados por la fase mévil a
lo largo del lecho estacionario (elucidn), produciéndose la separacion debido a las diferencias en las
constantes de distribucidn de los componentes de la mezcla entre la fase estacionaria y la mévil. Finalmente
se obtiene un cromatograma que es el resultado grafico de la cromatografia. En el caso de separacion dptima,
los diferentes picos o manchas del cromatograma se corresponden a los componentes de la mezcla separada

(Quattrocchi, Abelaira de Andrizzi, & Laba, 1992).

1.2.1.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance aplicada a la determinacidn de
compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos pueden pertenecer a varias clases quimicas. Sin embargo, su diversidad quimica y
presencia en matrices complejas, como los alimentos, hacen que sea un desafio tanto para su aislamiento
como para su caracterizacion. Para abordar este problema, se necesitan sistemas de separacién eficientes,

gue se basan principalmente en la cromatografia (Cavaliere et al., 2018).

En este tipo de cromatografia la fase mdvil es un disolvente o mezcla de disolventes y la fase estacionaria un
solido que interactda con las sustancias que se desea separar (cromatografia liquido-sdlido), o bien un liquido
inmiscible con la fase madvil, depositado en la superficie de un sdélido (cromatografia liquido-liquido). La
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) se encuadra dentro de la cromatografia de liquida. En ésta,
un liquido (fase mavil) circula en intimo contacto con un sélido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria); al
introducir una mezcla de substancias (analitos) en la corriente de fase mévil, cada analito avanzara a lo largo
del sistema con una velocidad diferente que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Una vez
separados los diferentes compuestos pasan por un detector espectrofotométrico (UV por lo general) o de masas,
emitiendo una sefal acorde a cada analito, finalmente como resultado se obtiene un cromatograma (Moldoveanu

& David, 2002).
1.2.1.2.2.1.Fases estacionarias y modos de elucion

El principio basico de la separacién cromatografica es la migracién diferencial de los analitos como consecuencia
de sus diferentes afinidades con la fase estacionaria y la fase mévil. Se encuentran disponibles varios modos de
cromatografia liquida, utilizando diferentes tipo de fase estacionaria, y los mas utilizados en el estudio de
compuestos bioactivos son fase reversa (RP, por sus siglas en inglés), intercambio idnico (IEC), afinidad, exclusién
por tamafiio (SEC) y cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC, por sus siglas en inglés). La mayoria de
estos enfoques de separacion se utilizan en la etapa final de identificacion/cuantificacion del analito, sin embargo,
la aplicacidn en la etapa preparativa también es posible, para la reducciéon de la complejidad de la matriz, la
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purificacidn del analito o el fraccionamiento de mezclas complejas (Cavaliere et al., 2018).
La cromatografia de afinidad y de exclusién por tamafio, quedan relegadas a analitos muy especificos y
aminoacidos/proteinas. Lo que hace que la cromatografia en fase reversa y la cromatografia HILIC sean de las mas
usadas.
El mecanismo de retencidn de RP (modelo de adsorcidn y particidn) se ha investigado en profundidad y se basa
principalmente en interacciones hidrofébicas entre las moléculas eluyentes y la fase estacionaria. Generalmente,
se utilizan octadecilo (C18), octil (C8) u otras fases estacionarias de alquilo con enlaces de silice o con enlaces
poliméricos como fase estacionaria. Como fase moévil se emplean solventes de caracter polar o buffers, junto con
modificadores organicos (mayormente metanol y acetonitrilo) (Cavaliere et al., 2018; Quattrocchi et al., 1992).
Entre los compuestos bioactivos no peptidicos, los fenoles son los mas abundantes e investigados en los alimentos
vegetales. Para la separacidn de estos compuestos naturales, las columnas con fase estacionaria C18 son las mas
utilizadas (Cavaliere et al., 2018). Sin embargo, dentro de los fenoles, muchos compuestos tienen la misma
férmula molecular o son isémeros posicionales, por lo que para una correcta identificacion es importante obtener
una adecuada separacién cromatografica que muchas veces no es alcanzada con fase reversa, y es por eso que en
los dltimos afios se han tratado de proponer otras fases estacionarias para su separaciéon como las fases HILIC (H.
Zhang, Guo, Zhang, Xu, & Liang, 2008).
En el caso de los compuestos organoazufrados, este tipo de cromatografia aplicada al analisis de muestras de ajo
se puede utilizar tanto fase reversa, como fase normal (fase movil no polar con una columna de silica). Pero es el
modo en fase reversa lo mas empleado (Ramirez et al., 2016).
Por otro lado, la cromatografia de interaccion hidrdfila (HILIC) se refiere a un modo alternativo de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) para separar compuestos polares como azlcares, alcoholes y acidos organicos
mediante el empleo de una fase estacionaria polar (p. Ej., Amino, ciano, silice) eluida con solucién acuosa /
orgdnica (Buszewski & Noga, 2012). En consecuencia, las investigaciones en esta drea coinciden en que las fases
amino estacionarias, trabajando en modo HILIC, conducen a una separacién éptima de azucares simples (Karkacier,
Erbas, Uslu, & Aksu, 2003; Lépez Hernandez, Gonzdalez-Castro, Naya Alba, & de la Cruz Garcia, 1998; Neue, Hudalla,
& Iraneta, 2010).
Entre las hipotesis del mecanismo de retencion en HILIC, la mas acreditada propone la particidn de solutos entre
la fase mavil, y una capa de agua y parcialmente inmovilizada en la superficie de la fase estacionaria. Sin embargo,
el mecanismo de separacion real es mas complejo, porque las diferencias en la selectividad cromatografica de
varios compuestos polares indican que la adsorcion en los centros polares de la superficie de la fase sélida también

puede contribuir a la retencion (Cavaliere et al., 2018).

1.2.1.2.2.2. Detectores
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La identificacion de compuestos por HPLC es una parte crucial de cualquier determinacidn de analitos por esta
técnica. Para la identificacion, primero se debe seleccionar un detector. Esta selecciéon depende de la naturaleza
guimica del compuesto a identificar, la matriz en que se encuentra y el modo cromatografico en que se eluye
(Bernal et al.,, 2011; Sasidharan, Chen, Saravanan, Sundram, & Yoga Latha, 2011). Los detectores
espectrofotométricos ultravioleta (UV) son los mas populares entre todos los detectores, en analisis alimentos y
nutracéuticos, porque ofrecen una alta sensibilidad y también porque la mayoria de los compuestos naturales
encontrados tienen alguna absorbancia UV a longitudes de onda bajas (190-210 nm). La alta sensibilidad de la
deteccidon UV es una ventaja si un compuesto de interés solo estad presente en pequeias cantidades dentro de la
muestra. Ademas de los rayos UV, también se estdn empleando otros métodos de deteccidon para detectar
fitoquimicos entre los que se encuentra el detector de arreglo de diodos junto con el espectrémetro de masas
(MS). La cromatografia liquida junto con la espectrometria de masas (LC/MS) también es una técnica poderosa
para el andlisis de extractos botdnicos complejos. Proporciona abundante informacién para la elucidacién
estructural de los compuestos cuando se aplica la espectrometria de masas en tandem (MS/MS) (Sasidharan et
al., 2011). Sin embargo, esta técnica de deteccidn no es asequible a todos los laboratorios analiticos, y ademas en
el caso de los OSCs no siempre se encuentran disponibles datos en la bibliotecas de espectros de masas para

confirmar su identificacion.

[.2.1.3. Metodologias analiticas empleadas para la determinacion de compuestos bioactivos

presentes en ajo y productos a base de ajo

Como se ha discutido anteriormente, el ajo y sus productos son fuente numerosos compuestos bioactivos. Debido
a las importantes y variadas propiedades asociadas a los compuestos organoazufrados, es que los mismos han
sido objeto de estudio de la gran mayoria de publicaciones en cuanto a caracterizacidn analitica de las matrices
alimentarias o galénicas (Packia Lekshmi N.C.J, Viveka S, Jeeva S, 2015).

En algunos casos, los resultados de los andlisis de los OSCs han generado una discusidn controvertida, a menudo
como resultado de una seleccién inadecuada del método o técnica utilizada para su determinacién. Podria parecer
gue la mejor técnica para medir los compuestos volatiles del ajo es la cromatografia gaseosa (GC) en condiciones
cuidadosamente controladas. Los componentes individuales pueden separarse mediante GC e identificarse
mediante MS. Sin embargo, esta técnica puede arrojar resultados poco fiables, especialmente cuando el
compuesto es inestable al calor, como los son los tiosulfinatos. Por esta razdn, la cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) se suele elegir para separar los compuestos susceptibles a cambios de temperatura (Packia
Lekshmi N.C.J, Viveka S, Jeeva S, 2015). La separacion, cuantificacidn y la variacion en las cantidades de todos los

tiosulfinatos detectables presentes en homogeneizados de dientes de ajo se informd por primera vez en 1990
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junto con un método estandar para la cuantificacion de la alicina utilizando un patrén externo. En este método la
preparacion de la muestra fue relativamente simple e incluyd la homogeinizacidn, filtrado e inyeccidon
directamente en el HPLC. La fase mévil para RP-C18 consistia en una mezcla 50:50 de metanol y agua (v/v). Este
método posteriormente se amplié por Lawson (Lawson, 1993) para identificar y cuantificar una serie de
tiosulfinatos y ademas los productos de degradacién que incluyen polisulfuros, vinilditiinas y ajoenos. En los
siguientes afios estas metodologias basadas en HPLC empleando fase reversa han sido mejoradas y empleadas
para diversos analisis (Ramirez et al., 2016).

Respecto a los precursores del sabor en ajo, Kubec & Daddkova, en 2009 desarrollaron y validaron un nuevo
método mediante HPLC para la determinacion de una amplia variedad de derivados sulfo-sustituidos en especies
de Allium. Este método permite la separacidn y cuantificacion simultanea de de S-alquenil cisteina, y-glutamil-S-
Alguenilcisteinas y y-glutamil-S-Alquenil cisteina sulféxidos en una sola corrida (Lekshmi et al., 2015).

Por otro lado, se han reportado diversos analisis cuantitativos de flavonoides en ajo y/ sus productos, tanto
en forma libre como conjugada, mediante cromatografia liquida de alta resolucidn en fase reversa,
encontrando grandes variaciones en la eficacia segln el tipo de columna empleada. Los mejores resultados
se obtuvieron con las columnas C18 (Lanzotti, 2006). Los flavonoles han sido reportados como los compuestos
fendlicos mas abundantes en ajo (Beato et al., 2011). Los compuestos fendlicos generalmente se extraen de
alimentos y suplementos dietéticos utilizando solventes organicos como acetona o metanol. Su purificacion
se realiza mediante extraccidn liquido-liquido con acetato de etilo o extraccidn en fase sélida mediante fases
estacionarias C18. Se pueden fraccionar mezclas muy complejas que constan de acidos fendlicos y flavonoides
para simplificar la posterior separacidn cromatografica. Para ello, la fase acuosa se ajusta a pH 7, lo que deja
los acidos fendlicos anidnicos insolubles en acetato de etilo, mientras que los flavonoides se extraen

facilmente (Schieber & Lopes-Lutz, 2011).

Para cuantificar el contenido de inulina en ajo los métodos analiticos empleados son amplios. En su mayoria
se basan en cromatografia liquida, ya sea HPLC o HPAEC-PAD (High Performance Anion-Exchange
Chromatography equipped with Pulsed Amperometric Detection). Previa a la determinacidn cromatografica,
los fructanos son sometidos a una hidrélisis para su correcta determinacidn. Aunque es una técnica oficial,
no son muchos los trabajos que informan el uso de hidrdlisis enzimatica, siguiendo lineamientos del protocolo
establecido por la AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) nimero 999.03, o con modificaciones
(Alvarez-Borroto et al., 2015; Mc Cleary, Murphy, & Mugford, 2000; Petkova & Denev, 2015), a excepcién de

Lisciani et al., 2017.

Lo que se puede destacar en relacién a las metodologias analiticas reportadas para la determinacidn de los
diferentes grupos de fitoquimicos presentes en ajo, es que el abordaje se realiza para cada grupo de

compuestos bioactivos considerados por separado, y que los niveles informados en cada caso son muy
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variables (Packia Lekshmi N.C.J, Viveka S, Jeeva S, 2015). Podemos decir que los estudios tradicionales de
productos a base de ajo no han considerado un enfoque multi-fitoquimico para abordar integralmente sus
actividades de promocion de la salud y que aun se puede trabajar mas en la actualizacidén de las metodologias

empleadas para estar acorde a parametros relacionados con quimica verde.

.2.2. CINETICA EN EL ORGANISMO HUMANO DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS PRESENTES EN
PRODUCTOS A BASE DE AJO

[.2.2.1. Biodisponibilidad de compuestos bioactivos y propiedades LADME

La determinacién del contenido de compuestos bioactivos directamente de los alimentos no es suficiente
para predecir el potencial de efectos in vivo de dichos compuestos, ya que para realizar tal aseveracién, es
necesario establecer ademas si los compuestos estaran biodisponibles, y en qué medida (Moreno & llic, 2018).
El término biodisponibilidad tiene varias definiciones dependiendo del drea de investigacidon que se aplica.
Desde el punto de vista nutricional, la biodisponibilidad se refiere a la fraccidon de un compuesto o nutriente
bioactivo ingerido que se encuentra disponible para su uso en funciones fisioldgicas. Otra definicidn establece
la biodisponibilidad como la proporcidn de un nutriente o compuesto bioactivo en un alimento o suplemento
dado, que el cuerpo puede utilizar realmente. La biodisponibilidad es un concepto clave para una eficiente
nutricion, con independencia del tipo de alimento considerado (ya sea funcional o no). Sélo ciertas cantidades
de todos los nutrientes y componentes bioactivos en alimentos se utilizaran efectivamente por el organismo.
Desde un punto de vista farmacolégico, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EEUU (FDA)
define biodisponibilidad como la velocidad y extensidn a la cual una fraccion terapéutica se absorbe y se
convierte en disponible en el sitio de accion del farmaco. El término "biodisponibilidad" incluye la liberaciéon
de del compuesto de su matriz alimentaria o de sus excipientes farmacolégicos, la disponibilidad para la
absorcion, el metabolismo, distribucion tisular, la excrecion (LADME), y segun el autor consultado, también
puede incluirse la bioactividad (Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, & Pérez-Galvez, 2009; Rein et al., 2013). La
Figura I.7. muestra un esquema con cada una de las etapas involucradas en la cinética de los compuestos
bioactivos una vez que son ingeridos.

Considerando una ingesta oral, en primer lugar, deben ocurrir una serie de procesos que permitan la
accesibilidad de los fitoquimicos, para que una vez liberados de la matriz alimentaria (o de excipientes
farmacoldgicos) sean absorbidos, y a su vez deben superar una serie de “barreras” relacionadas con su
solubilidad. En este caso, los compuestos deben disolverse en los fluidos del tracto gastrointestinal y

sobrevivir a los diferentes rangos de pH ambientales, desde extremadamente bajo en el estémago hasta
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ligeramente basico en algunos segmentos del intestino delgado. También pueden estar sometidos a
degradacion y metabolismo por enzimas intestinales, como las glicosidasas, esterasas, oxidasas e hidrolasas,
gue se originan tanto en el hospedador como en la miriada de microbiota que habita el tracto gastrointestinal
(Y. Li & Paxton, 2010; Lutz, 2013). Un fitoquimico que pueda existir en una forma estable para sobrevivir en
el entorno gstrointestinal (Gl) y que tiene propiedades fisico-quimicas déptimas para penetrar la pared Gl, es
mas probable que posea una biodisponibilidad oral aceptable y llegue al torrente sanguineo, donde sera luego

distribuido hasta los tejidos donde realizara su accién biolégica (Abourashed, 2013).

Ingesta oral Sitio target Bioactividad

Fitoquimicos actoan
sobre sifios activos en

cElulas blanco
Vasossanguine Distribucion

BIODISPONIBILIDAD

Lo matriz alimentaria se disgrega

Estémago
y los compuestos bioactivas se liberan

Fraccién remanente disponible

Sist. Urinario
) para ser distribuida a los
Intestinodelgado

Los fitoquimicos estables a las tejidos 2 S |

condiciones digestives, luego £
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microhiota y enzimas de Intesti
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Metabolizacién

Figura I.7. Esquema de las etapas involucradas en la biodisponibilidad de compuestos
Fuente: Li & Paxton, 2010

Existen diferentes enfoques bioldgicos que pueden ser aplicados para medir la biodisponibilidad de nutrientes
y compuestos bioactivos, los estudios in vivo e in vitro son los mas usados y ambos poseen tanto fortalezas
como inconvenientes. Dentro de los estudios in vivo podemos encontrar estudios de balance, medicién tisular
de la concentracidn de un compuesto y ensayos bioldgicos entre otros. Estos uUltimos permiten determinar la
cantidad de un compuesto o metabolito que ha sido absorbido y/o metabolizado. Los estudios de balance,
determinan la cantidad absorbida de una analito midiendo la diferencia entre lo ingerido y las cantidades
excretadas del nutriente o compuesto bioactivo. La concentracion tisular consiste en el seguimiento del

incremento en el plasma/suero de la concentracién del compuesto bioactivo, el cual puede estar marcado
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para su seguimiento. Estos enfoques se han aplicado ya sea con sujetos animales o humanos para determinar
la absorcién de hidratos de carbono, minerales, vitaminas, fitoquimicos, y otros. La digestidn y absorcion
implican varios pasos diferentes, y cada uno podria causar un efecto sobre el nutriente o compuesto bioactivo
de modo que no se obtiene una imagen detallada con los estudios de balance y los bioensayos (Fernandez-

Garcia et al., 2009).

También se desarrollan estudios in vitro para simular condiciones fisiolégicas correspondientes a la secuencia
de eventos que se producen durante el pasaje de los fitoquimicos en el tracto gastrointestinal humano. Entre
estos modelos se incluyen: digestiéon gastrointestinal simulada, membranas artificiales, cultivos de células
Caco-2, membranas celulares aisladas / reconstituidas y ussing chambers. Por otro lado son comunes de
encontrar técnicas ex vivo (basadas en el uso de drganos gastrointestinales operando bajo condiciones de
laboratorio) y ensayos in situ (perfusidn intestinal en animales) (Fernandez-Garcia et al., 2009; C. Torres-

Palazzolo et al., 2018).

1.2.2.2. Antecedentes acerca de la biodisponibilidad de compuestos bioactivos de productos a

base de ajo

Respecto al ajo y sus productos, la determinacidn de la biodisponibilidad de sus compuestos biolégicamente
activos es esencial. Sin embargo, si bien existen miles de articulos publicados en relacidén a ensayos preclinicos
y clinicos sobre los compuestos organoazufrados del ajo, el metabolismo de los mismos y la cinética de estos
compuestos detrds de sus efectos beneficiosos para la salud atin no se conocen bien (Cuicui, Xiaoyan, Haina,
Zhongxi, & Weihong, 2013). Mas aun la biodisponibilidad de otros grupos de fitoquimicos como los
flavonoides y los fructanos en esta matriz, es alin mas desconocida.

Entre los compuestos organoazufrados del ajo, se han realizado estudios de farmacocinética,
biodisponibilidad y distribucién tisular sobre aliina, alicina, dialil disulfuro (DADS), dialil trisulfuro (DATS),
vinilditiinas y ajoenos. Freeman y colaborador (Freeman & Kodera, 1995) informaron de que al ingerirse la
alicina la misma sufre transformaciones quimicas y terminan apareciendo sus metabolitos en sangre. Se
encontrd que la alicina desaparecié rapidamente de la sangre dentro de unos pocos minutos, mientras que
se formaron DADS vy alil mercaptano (AM) como metabolitos principales. Es notable también que la alicina
actua como oxidante en la sangre. Cuando ésta se mezcla con sangre in vitro, casi toda la alicina desaparece
a los pocos minutos, ya que se une a proteinas de los eritrocitos y los oxida inmediatamente (C. Torres-
Palazzolo et al., 2018). Rosen junto con otros investigadores, indicaron que la alicina se descompone en el
acido del estdmago para liberar DAS, DADS, y otros compuestos volatiles que se postulan son metabolizados

por el glutation o S-adenosilmetionina para formar alil metil sulfuro y alil metil sulféxido ambos medidos en
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respiracion humana después del consumo de ajo crudo. Egen-Schwind y col. (Egen-Schwind, Eckard, &
Kempfer, 1992) informaron de un efecto de primer paso notable de alicina en higado de rata. Se verificé que
se forma rapidamente DADS después de la perfusidn del higado con alicina en una concentracién baja. Mas
tarde, se observo la formacién de alil mercaptano en la bilis recogida asi como en el tejido hepatico. Sin
embargo no se pudo detectar alicina en el higado (Amagase, 2006). En un estudio reciente de nuestro grupo
de trabajo (C. Torres-Palazzolo et al., 2018), encontramos que la alicina presentd alta bioaccesibilidad,
indicando, en coincidencia con otros autores (Freeman & Kodera, 1995), que el pH gastrico o intestinal puede
no ser el factor clave que afecta la descomposicion de la alicina, pero si afectan su biodisponibilidad etapas
posteriores como el pasaje a través de los enterocitos o su interacciéon con diferentes componentes de la

sangre (Cuicui et al., 2013).

DAS vy las vinilditiinas son los principales componentes de preparaciones de aceite de ajo y aceite macerado.
2-vinil-4H-1,3-ditiina y 3-vinil-4H-1,2-ditiina, han logrado ser detectados en el suero, rifidn y tejido graso 24h
después de la ingestion oral, mientras que sdlo las 1,3-vinilditiinas fueron encontradas en el higado. No se
han encontrado metabolitos de vinilditiinas en higado perfundido de rata o bilis. Un estudio logré mostrar
informacién acerca del destino metabdlico de DADS marcado con 3°S después de inyeccidn intraperitoneal en
ratas. La concentracién maxima de DADS marcado con *S en higados se produjo 90 minutos después del
tratamiento. El setenta por ciento de la radioactividad se distribuyé en el citosol del higado, de los cuales el
80% del compuesto se metabolizé a sulfato. Por otro lado, la incubacién de los analitos en sangre a 37°C
demostré la rapida disminucién de ajoeno (vida media, 1 min) y DATS (vida media, 4 min), mientras que 1,2-
vinilditiina (vida media, 15 min) y DADS (vida media, 60 min) disminuyeron mas lentamente (Amagase y col.,
2001). En todos los casos el metabolito encontrado en sangre luego de la incubacion con los distintos analitos
fue alil mercaptano (Lawson, 1993). A su vez se supone que el alil mercaptano es sélo un metabolito
intermediario, ya que éste luego termina transformandose en alil metil sulfuro (AMS) y luego por reacciones
de oxidacién son transformados en alil metil sulféxido (AMSO) y alil metil sulfona (AMSO,), ambos medidos

en sangre y en aliento (Cuicui y col., 2013).

Un estudio farmacocinético de SAC en humanos se realizé6 mediante la administracién oral de una preparacién
de ajo conteniendo este compuesto. El SAC del consumo de ajo se absorbid rapidamente en el tracto
gastrointestinal. La vida media de SAC en humanos después de la administracion oral fue de mas de 10 horas

y el tiempo de aclaramiento se estimé en mas de 30 horas (Cuicui et al., 2013).

Debido a que los compuestos alicina, ajoenos, vinilditiinas y DADS han sido encontrados en bajas
concentraciones en sangre o en orina después del consumo de ajo, es probable que estos no sean los

compuestos activos per se sino que son sus metabolitos los que terminen ejerciendo los efectos bioldgicos
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que se le atribuyen al ajo. Respecto a estos compuestos resta aln esclarecerse si la concentracion eficiente
de compuestos organosulfurados utilizados en cultivos in vitro se puede lograr en humanos; evaluar los
metabolitos activos apropiados para determinar los efectos sinérgicos entre ellos y los objetivos terapéuticos;
establecer la relacién entre la farmacocinética y la farmacodinamia de los compuestos organoazufrados en
modelos animales y humanos apropiados; y por ultimo, profundizar en los mecanismos moleculares
involucrados en las distintas etapas del proceso de biodisponibilidad de los compuestos para eventualmente

emplear esos datos en el disefio de farmacos o en recomendaciones adecuadas de consumo de alimentos.

[.2.2.3. Importancia de la permeabilidad de los compuestos en los estudios de biodisponibilidad

Cuando se analizan opciones durante el disefio de preparaciones galénicas, la evaluacidn de la idoneidad de
los compuestos candidatos generalmente se basa en la deteccidén temprana de las propiedades de LADME.
Dentro de estas, la permeabilidad celular de las sustancias quimicas es uno de los parametros fisicoquimicos
clave que se deben considerar al seleccionar los compuestos. Para ser absorbido, un farmaco tiene que
difundirse a través de una serie de compartimentos separados y, entre ellos, la capa Unica de células
epiteliales es la barrera mas importante para la absorcidn del farmaco (Gozalbes, Jacewicz, Annand, Tsaioun,
& Pineda-Lucena, 2011). A continuacidn se discutiran las implicancias y retos que estan involucrados en la

etapa de permeabilidad.

.2.2.3.1. Estructura de las membranas celulares

Las sustancias con potencial principios activos se pueden administrar por dos vias principales, enteral y
parenteral. La via enteral implica que el compuesto sea administrado a través del tracto gastrointestinal (Gl),
también incluye bucal, sublingual y rectal. Parenteral se aplica a drogas y principios activos administrados por
otras vias, es decir, inyecciones intravenosas e intramusculares, absorcién a través de la piel (inyecciones
percutaneas, intradérmicas y subcutaneas), inhalacion, entre otros. Independientemente de la via de
exposicién, la absorcién del farmaco es un requisito para que una sustancia sea capaz de producir un efecto

bioldgico en algln tejido target.

La absorcion de una sustancia quimica, cualquiera sea su via de ingreso, implica su paso a través de las
membranas celulares. A pesar de la diversidad de funciones de las membranas, existe un consenso sobre su
estructura basica. La membrana celular bdsica comprende un complejo de multiples especies de lipidos y
proteinas de membrana. Tres clases principales de lipidos estan incluidos en las membranas,

glicerofosfolipidos, esfingolipidos y colesterol, formando una bicapa de aproximadamente 5 nm de ancho.
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Espacialmente, estos lipidos se distribuyen asimétricamente a través de la bicapa con ésteres de acidos grasos
orientados con sus porciones hidréfobas en el interior y sus porciones hidrofilicas orientadas hacia el entorno
acuoso exterior. Asociadas con las moléculas de lipidos hay moléculas de proteina globulares incrustadas en
la membrana o que la atraviesan (Escuder-Gilabert, Martinez-Pla, Sagrado, Villanueva-Camanas, & Medina-
Hernandez, 2003; Yang & Hinner, 2015). La Figura 1.8. muestra el modelo propuesto por Sigel & Nicolson de

la membrana celular.

Figura 1.8. Modelo de la estructura de las membranas celulares

Cabeza polar

i Oligosacaridos Glicolipidos
Exterior celular g p fosfolipidos

Cara u hoja exterior

Cola hidrofébica
fosfolipidos

Cara u hoja interior
Citosica

Interior celular
(citosol)

Glicoproteinas integrales Colesterol

de membrana

Proteinas periféricas

Citoesqueleto

Fuente: Oltra Noguera, 2010, adaptado de
http://212.170.234.76/wikiEducared/images/5/5b/Membrana_con_
elementos.jpg

El interior no polar de una bicapa lipidica impide el paso directo de cualquier sustancia soluble en agua a
través de esta membrana, siendo esta barrera al flujo descontrolado de compuestos moleculares un beneficio
para la supervivencia de la célula. Existen, sin embargo, algunos pasajes de conexidn entre el exterior y los
compuestos interiores de la célula, pasajes que estan conformados principalmente por proteinas dispersas

aleatoriamente a lo largo de toda la membrana.

1.2.2.3.2. Mecanismos de permeacion
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Los compuestos pueden atravesar las membranas celulares de varias formas: permeacion pasiva (difusion) a través
de la bicapa lipidica, transporte pasivo, a través de canales de membrana o poros, transporte activo (con gasto de
energia), transporte facilitado (transporte mediado por portadores) y fagocitosis. Sin embargo, la mayoria de las
sustancias con principios activos atraviesan las células por permeacion pasiva. En este proceso, una sustancia se
disuelve en la bicapa lipidica de la membrana, penetra a través de la membrana y entra en el citoplasma de la
célula. Para establecer un gradiente de concentracion adecuado para la permeacion, la sustancia no solo debe ser
afin a fases lipidicas, sino que también debe ser suficientemente soluble en agua debido a la naturaleza acuosa de

los espacios extracelulares e intracelulares (Escuder-Gilabert et al., 2003).

El coeficiente de permeabilidad P, expresa cuantitativamente la permeabilidad de una molécula dada
(tipicamente en unidades de cm/s), y aporta una medida de qué tan rapido puede atravesar una membrana tal
compuesto (Yang & Hinner, 2015). Este coeficiente Pn, estd relacionado linealmente con el coeficiente de particion

del compuesto en la membrana, Kn, y su coeficiente de difusidon de la membrana o difusividad, Dm:

_ Km Dm
Pm = I
siendo L, el espesor de la membrana bicapa. K es la principal fuente de variacidon de la permeabilidad del
compuesto quimico que desea ingresar a las células. Este coeficiente muchas veces se reporta como Pe,
permeabilidad efectiva, referida exclusivamente a permeabilidad intestinal, que tiene en cuenta la velocidad
aparente de absorcion de los compuestos y el radio del lumen intestinal. Las propiedades fisico-quimicas de los

compuestos son las que determinardn la capacidad de permeacion de una sustancia (Escuder-Gilabert et al., 2003).

1.2.2.3.2.1. Difusidn Pasiva

Como se menciond en la seccién anterior, el transporte por difusidon pasiva de los compuestos con principios
activos, es el tipo de pasaje mas comun de las sustancias hacia y desde el interior de las células, es por esta
razén que nos enfocaremos en la discusion de este tipo de mecanismo de permeacion, que es clave en la
disponibilidad final de los fitoquimicos en el organismo humano.

Este tipo de transporte consta de dos vias: la via paracelular, en la que el principio activo difunde a través de
los poros acuosos en las uniones estrechas que se presenten entre las células, y la via transcelular (lipofilica),
que requiere la difusién del compuesto quimico a través de la bicapa lipidica que forma las membranas
celulares. En la difusidn paracelular, las moléculas del principio activo, ya sean fitoquimicos o farmacos, que
se absorben a través de esta via son moléculas pequefias (p. Ej., Peso molecular menor a 250 g /mol) y de
naturaleza hidrofilica (Log P <0) (El-Kattan & Varma, 2016). Debido a que el complejo de unién tiene una carga
neta negativa, las moléculas cargadas positivamente pasan mdas facilmente, mientras que las moléculas

cargadas negativamente son repelidas. La via transcelular, por otro lado, es la principal via de absorcién de la
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mayoria de las moléculas de farmacos o compuestos bioactivos naturales (Yang & Hinner, 2015). Los
compuestos que se absorben a través de esta via son limitados, sélo permean aquellos con una lipofilicidad
equivalente a Log P> 0 y peso molecular menor a 300 g/mol. La membrana plasmatica es practicamente
impermeable contra moléculas polares no cargadas mas grandes y todas las moléculas cargadas, incluidos los
iones. De hecho, a pesar de su pequefio tamafio, el Na* y el K" tienen coeficientes de permeabilidad
extremadamente bajos (aproximadamente 10'* cm/s) (El-Kattan & Varma, 2016). En este sentido, se afirma
entonces que son los pardmetros fisico-quimicos propios de cada molécula los que determinan las

interacciones de cada compuesto con los componentes de la membrana, y por ende su pasaje.

[.2.2.4. Modelos experimentales para estudiar la permeabilidad

El conocimiento del grado de permeacién de farmacos y compuestos naturales es especialmente importante para
predecir con precisién el potencial bioactivo de ese compuesto. La mayoria de los estudios que se llevan a cabo en
relacidon a permeaciéon de compuestos estan enfocados en la absorcién intestinal, pero en algunos casos dichos
modelos pueden extrapolarse o adecuarse a otros tejidos.

Respecto a la informacidn disponible, podemos decir que existen numerosos modelos de absorciéon Gl que
investigan: (a) los mecanismos de transporte, (b) determinacion el Pes, y (c) predicen el perfil farmacocinético
plasmatico de cada compuesto. Estos modelos a menudo se aplican en el siguiente orden: in silico, in vitro, in situ
y, lo mas importante, in vivo (Tabla I.5). Los modelos in silico del proceso de absorcidn del tracto gastrointestinal
se han utilizado recientemente para optimizar la tasa de liberacion de compuestos de su matriz alimentaria o de
excipientes en preparaciones galénicas, y a su vez para determinar la dosis y la distribucién de las diversas
fracciones liberadas (Dahlgren & Lennernas, 2019). La prediccidon in silico precisa y confiable llega de forma
alternativa desde la quimica medicinal para complementar otros modelos experimentales, y permite no sélo
comenzar con la seleccidon de entidades quimicas propicias para ciertos efectos biolégicos durante las primeras
etapas del desarrollo de farmacos, sino que también permiten adentrarse en los mecanismos moleculares
implicados en las interacciones entre compuestos quimicos-barreras fisioldgicas. (Gozalbes et al., 2011; Sjogren et

al., 2013)

Los modelos de evaluacién in vivo de permeabilidad emplean por lo general mamiferos (p. Ej., ratones, ratas,
perros y monos), no mamiferos (p. Ej., artropodos) y ensayos clinicos en humanos. Aunque la evaluacion in
vivo es mas relevante, los modelos in vitro (y ex vivo) de permeabilidad son frecuentes y se basan en el uso
de 6rganos aislados o monocapas de células cultivadas como membrana de barrera. En el primer caso, se
usan comunmente preparaciones intestinales aisladas de diversos origenes de mamiferos, mientras que las
lineas celulares de cancer de colon humano tipo 2 (Caco-2) se usan cominmente para el Gltimo (Abourashed,

2013).
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Tabla I.5. Resumen de los principales modelos experimentales para evaluar permeabilidad

Tipo de Ensayo

Caracteristicas

Referencias

Soluciones o formulaciones de compuestos se administran por via oral o
directamente en el estémago o el intestino de ratas u otros mamiferos.

In Vivo o ) _ ' Dahlgren &
mplican grandes desafios a la hora de analizar resultados y son complejos | | ennernis, 2019
en cuanto a la aplicacién de protocolos de uso de animales y tejidos
humanos. Son costosos y largos en relacién a otros modelos
Modelos tisulares; Perfusidn intestinal en ratas in situ; ussing chambers;
sacos no evertidos (ex vivo)
Los modelos in situ se basan en la desapariciéon del compuesto analizado
en un segmento de intestino perfundido.
En Ussing Chambers, se monta tejido intestinal de rata o humano entre 2 | Berpen et al., 2018;
medias camaras, para investigar las diferencias en la absorcidn regional de Dahlgren &
Ex Vivo/In Situ farmacos, el transporte mediado por portadores y el impacto del Lennernis, 2019;
metabolismo intestinal en el transporte de farmacos. Torres-Palazzolo et
Los modelos ex vivo, se basan en la extraccién de secciones del intestino al., 2018
de ratas o ratones, y bajo condiciones de laboratorio que simulan el
entorno de dichos drganos, se mide el pasaje del contenido de los sacos a
diferentes tiempos.
Desventajas: emplean tejidos vivos por lo que implican protocolos éticos
de manejo de material biolégico y en algunos casos el sacrificio del animal
Modelos Celulares
Caco-2; MDCK
Basados en cultivos de células soportadas en cdmaras de crecimiento
permeables que permiten el pasaje de compuestos de un lado a otro de la
camara. Berben et al., 2018;
Buckley, Fischer,
Muestran caracteristicas estructurales y bioldgicas propias de los epitelios | Fricker, & Brandl,
intestinales (p. Ej., microvellosidades y tight juctions) 2012; Dahlgren
& Lennernds, 2019
Permiten estudiar permeabilidad mediada por transportadores y
metabolismo enzimatico (mas informacion que la difusidn pasiva)
In Vitro Desventajas: sélo usan un tipo de células, tiempos de cultivos extensos,

laboriosos, y costosos

Modelos No Celulares

PAMPA; PVPA; cromatografia biomimética

Se basan en membranas artificiales para estudiar permeabilidad
transcelular.

Las barreras PAMPA generalmente consisten en un filtro (por ejemplo,
fluoruro de polivinilideno (PVDF) empapado con fosfolipidos disueltos en
un solvente organico.

Las barreras PVPA usan material poroso en el que se ubican liposomas de
fosfolipidos pero disueltos en buffer.

Se mide el pasaje de compuestos de un lado y del otro de membranas.

Berben, Brouwers,
& Augustijns, 2018;
Buckley, Fischer,
Fricker, & Brandl,

2012; Ermondi,
Vallaro, & Caron,
2018
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La cromatografia biomimética busca emular los procesos dindmicos
propios de la permeacion. Estan basadas en columnas con fases
estacionarias de membranas inmobilizadas o cromatografia micelar.

SIMULACIONES; QSAR; PBPK

Se emplean en las primeras etapas del disefio de farmacos
Dahlgren &

Lennernas, 2019;
Gozalbes et al.,
2011;
Sjogren et al., 2013

Basado en métodos computacionales soportados por estadistica
multivariada
Aportan informacidn propicia para: (a) seleccionar compuestos
permeables; (b) inferir acerca de las caracteristicas fco-quimicas de las
moléculas que limitan su pasaje
Modelos mas complejos incluso simulan procesos globales de
biodisponibilidad a partir de ingesta oral

In Silico

MDCK = Madin-Darby canine kidney cells (cel. rifidn caninas); PAMPA = Parallel artificial membrane permeability assay
(ensayo de permeabilidad basado en memb. Artificiales); Caco-2 = linea cel. intestinales tumorales humanas; PVPA =
Phospholipid vesicle-based permeation assay (ensayo de permeacion basado en vesiculas de fosfolipidos paralelas);
QSAR = Quantitative Structure-Activity Relationship; PBPK, physiology based pharmacokinetic (Farmacocinética basada
en fisiologia humana)

[.2.2.5. Antecedentes de la permeabilidad de compuestos bioactivos del ajo y sus productos

En relacién con los datos de permeabilidad reportados sobre los fitoquimicos del ajo, las publicaciones
disponibles se enfocan exclusivamente en los compuestos organoazufrados. En esta tesis seguiremos esta
tendencia y ahondaremos en la permeabilidad de estos compuestos. En relacién a estos, se ha argumentado
que la alicina, uno de los principales compuestos bioactivos relacionados con el ajo y sus productos, puede
penetrar facilmente las membranas celulares de las bicapas fosfolipidicas, alli realiza su actividad intracelular
e interactia con grupos sulfhidrilos (SH). A pesar de esta alta permeabilidad, la alicina se metaboliza
rapidamente y se transforma en otros compuestos activos. Otros OSCs como SAC, dialil disulfuro y dialil
trisulfuro también han mostrado una alta permeabilidad celular, aunque su rango de permeabilidad entre
cada compuesto y tejido (M. S. Rahman, 2007). En otra nota, se investigaron las propiedades farmacocinéticas
de las vinilditiinas. La 1,3-vinilditiina parece ser menos lipofilica y se elimind rapidamente del suero, los
rifiones y el tejido graso, mientras que la 1,2-vinilditiina es mas lipofilica y mostré una tendencia a acumularse

en el tejido graso (Egen-Schwind et al., 1992).

En un trabajo de nuestro grupo de investigacion (C. Torres-Palazzolo et al., 2018), demostramos que la alicina,
el DAS y las 2VD podrian penetrar menos del 5% a través del intestino, usando como modelo experimental
sacos evertidos a partir de ratas. Algo que se ha discutido ampliamente es la rapida reaccién de los OSCs con
los componentes sanguineos, dando lugar a diferentes metabolitos con posibles efectos bioactivos en el

organismo (Gao, Wang, & Jiang, 2013; Lawson & Gardner, 2005).

36




Y NATURALES

Naturaleza, Ciencia y Humanismo CAPI’TULO I

“~: UNCUYO EEEE CIENGIAS EXACTAS TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
= EEEE

" UNIVERSIDAD
I NACIONAL DE CUYO

Mas alla de la informacién disponible, datos in vivo acerca de absorcidn intestinal y a través de otras barreras
bioldgicas aun no son posibles de encontrar. A su vez, es necesario profundizar en la base estructural de los
mecanismos de la etapa de permeabilidad a nivel molecular, hecho que podria estudiarse mediante modelos

in silico, que combinen informacion in vitro junto con informaciéon molecular.

1.2.3. QSAR: RELACIONES CUANTITATIVAS DE ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

[.2.3.1. Fundamentos y Objetivos de los modelos QSAR

Como se menciond en parrafos anteriores, cuando se consideran los métodos computaciones o in silico, un
tipo particular de modelo destaca por sus grandes aplicaciones en la quimica medicinal y en la industria
farmacéutica. Dichos estudios se basan en la premisa de que puede establecerse la relacion existente entre
la estructura quimica de compuestos diana, y la actividad/propiedad objeto de interés. Normalmente son
denominados con los acronimos QSAR/QSPR (de sus siglas en inglés: Quantitative Structure- Activity
Relationships/Quantitative Structure-Property Relationships) (Gozalbes et al., 2011).

Los origenes de esta metodologia de modelacion quimioinformatica se remontan hasta mitad del siglo pasado
en la practica farmacéutica y toxicoldgica, con utilidad ademds en la agroquimica y la quimica medioambiental.
Inicialmente aparecié la Teoria de Crum- Brown, representando el primer sistema de representacion grafica
de compuestos quimicos, preludio de los que hoy se conocen como descriptores moleculares. Con ellos
comenzé la idea de que podia existir una relacién entre las actividades bioldgicas y las estructuras de
moléculas. Pero se considera como padre del concepto QSAR (/QSPR) a Herman Hansch, quien definié una
correlacién cuantitativa entre caracteristicas fisico-quimicas de las moléculas con actividades bioldgicas.
Actualmente, los modelos QSAR son tan requeridos y utilizados que multiples trabajos cientificos enfocan sus

esfuerzos en esta area (Cajamarca, 2015; Goya-Jorge, Julidan-Ortiz, & Gozalbes, 2020; Leszczynski, 2010).

Si de definiciones hablamos, los modelos QSAR pueden entenderse como una metodologia de andlisis que
busca relacionar matematicamente las caracteristicas fisicoquimicas de una serie de compuestos, y su
actividad biolégica cuantificada; lo cual permite explicar la actividad de esos compuestos e incluso predecir
la de aquellos que aun no han sido sintetizados o probados, evitando pasar por el proceso a prueba y error
de sintesis organica (Cajamarca, 2015; Lozano-Aponte & Scior, 2012). Siguiendo los conceptos introducidos
por Hansch, 1969, en los modelos mas simples de QSAR, la actividad bioldgica se ve representada como una
funcién de las caracteristicas surgidas de la estructura quimica de la molécula, lo cual matemdaticamente

puede expresarse de la siguiente manera:
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A=f (X1 X2 X35 005 Xn)

Donde A, es la respuesta bioldgica a modelar (variable dependiente), la cual es funcidn de X,, que son las

variables independientes surgidas a partir de las caracteristicas estructurales de las moléculas.

En los modelos mas complejos, que en si son la mayoria, se requieren tres tipos de informacién para armar
un modelo: (A) la estructura molecular de diferentes compuestos, que se consideran como ligandos ante una
diana biomolecular comun (o un efecto fisico-quimico, parametro cromatografico, etc.); (B) datos de una
actividad bioldgica (o propiedad), de cada uno de los ligandos incluidos en el estudio (p. Ej., DEsg, DLso, Ki, Pess,
log Pexp, €ntre otros); y (C) caracteristicas fisico-quimicas (descriptores numéricos) de los ligandos, calculados
por medios computacionales a partir de la estructura molecular generada in silico (Lozano-Aponte & Scior,
2012). Con los datos a modelar (variables) se arman matrices — se denomina matriz X al conjunto de variables
independientes conformada por los descriptores, y matriz Y, a la/s variable/s dependiente constituida por la
respuesta a modelar. A partir de dichas matrices, se pueden obtener varios tipos de relacidon por medios

estadisticos u otros (redes neuronales, machine learning).

La Tabla l.6., que se presenta a continuacidn, resume los objetivos con los que se emplean los modelos QSAR,

y sus principales usos.

Tabla I.6. Generalizaciones acerca de los propésitos y aplicaciones de los modelos QSAR

Predecir una actividad bioldgica y/o prop. fco-quimicas por medios racionales.

Comprender los mecanismos de accion dentro de una serie de compuestos
guimicos.

Ahorrar el costo de desarrollo de productos, principalmente farmacéuticos.

Reducir y/o evitar grandes requerimientos de uso de animales en ensayos.

Promover gca verde aumentando la eficiencia y reduciendo la eliminacién de
residuos.

Aplicaciones

La identificacidn racional de nuevas entidades quimicas con actividad
farmacoldgica, biocida o pesticida.

La optimizacién de la actividad farmacoldgica, biocida o pesticida.

La prediccién de la toxicidad para los seres humanos a través de la exposicion
ocupacional, ocasional y deliberada.

La identificacién de compuestos peligrosos en las primeras etapas del
desarrollo de productos o la seleccién de inventarios de compuestos
existentes.

La prediccién de una variedad de propiedades fisico-quimicas de un conjunto
de moléculas.
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La seleccién de compuestos con propiedades farmacocinéticas éptimas, ya sea
estabilidad o disponibilidad en sistemas bioldgicos.
Fuente: LESZCZYNSKI, 2010

[.2.3.2. Componentes y metodologia de los estudios QSAR

El desarrollo de los modelos QSAR esta continuamente actualizandose y presenta diversas variaciones segun
la informacién que buscan analizar y aportar. Sin embargo, existen una serie de pasos generalmente comunes
al considerar la sistematica de estos estudios (Goya-Jorge et al., 2020). En la Figura 1.9. se resume la

metodologia a seguir. Se parte de un set de compuestos parientes quimicos.

Un paso clave en el desarrollo de los modelos, es la parametrizacidn cuantitativa o descripcién numérica de
las moléculas. En otras palabras, el célculo de descriptores moleculares obtenidos mediante un proceso
I6gico-matematico de transformacidn de la informacién quimica contenida en la representacion simbdlica de

una molécula (Cajamarca, 2015; Todeschini & Consonni, 2009).

Estos descriptores se dividen en dos grupos: aquellos basados en medidas experimentales (p. Ej.
polarizabilidad, log P, refractividad molar), y los derivados de la representacién simbdlica de las moléculas,
también conocidos como descriptores tedricos (indices surgidos de leyes y teorias, o resultados de algoritmos
computacionales). Los descriptores tedricos, ademas, se clasifican en descriptores de 0-3D dependiendo de
la informacién estructural que contienen. En los descriptores 0D tiene en cuenta Unicamente la formula
guimica de los compuestos (peso atémico, nimero de dtomos). Los descriptores 1D consideran fragmentos
estructurales de las moléculas, pero sin tener en cuenta la estructura molecular en su conjunto (conteo de
grupos funcionales, o de sustituyentes de interés). Los descriptores 2D (o topoldgicos) consideran la
conectividad de los atomos, asi como las interacciones intra/intermoleculares. Los descriptores 3D (o

geométricos) tienen en cuenta elementos estereoquimicos de los atomos (Goya-Jorge et al., 2020).

Para evaluar, luego, estos datos multivariados, la quimiometria aporta un set de herramientas matematicas
y estadisticas. Segun la propiedad o actividad considerada como respuesta, se pueden distinguir dos tipos de
modelos: de regresion, cuando la variable respuesta es cuantitativa, y los de clasificacion, cuando se modelan
categorias o clases. Estos modelos pueden, o no, ser lineales. Los métodos estadisticos lineales que
tradicionalmente se usan para relacionar la estructura con la actividad de los compuestos son el analisis
discriminante lineal (LDA) -para datos categodricos- y la regresion lineal multiple (MLR) para los datos

cuantitativos (Goya-Jorge et al., 2020; Janior et al., 2017).
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Figura 1.9. Esquema resumido con los pasos involucrados en el desarrollo de modelos QSAR/QSPR
Fuente: (Goya-Jorge et al., 2020; Leszczynski, 2010).

Una profunda discusion acerca de los descriptores moleculares y la quimiometria asociada con los modelos

QSAR se presenta en el capitulo lIl.

[.2.3.3. Modelos QSAR para estudiar propiedades LADME

Entre las muchas aplicaciones de los modelos de Relacién Estructura-Actividad Cuantitativos (QSAR), se
encuentra la prediccidn y/o evaluacion de propiedades farmacocinéticas. Mayormente, los modelos in silico
en esta drea se han enfocado en la determinacién de permeabilidad intestinal, ya que principalmente es la
industria farmacéutica la que emplea este tipo de herramientas para el desarrollo de farmacos administrados
de forma oral que representa mas del 80% de las formas farmacéuticas en el mercado mundial (J. Wang &
Hou, 2015). A esto se le suma los intereses mas recientes en los alimentos funcionales y suplementos
nutracéuticos, que también buscan identificar y analizar las propiedades LADME de sus compuestos
bioactivos.

Como se indicd en la seccién 1.2.2.4. los modelo in silico, particularmente los modelos QSAR, han dado
respuesta al abordaje del estudio de la absorcién y otras propiedades farmacocinéticas. Los mismos permiten
complementar informacién experimental (ya sea in vitro o in vivo) para profundizar en los mecanismos

involucrados en estos procesos bioldgicos.

Existen numerosos reportes que han enfocado sus objetivos en estudiar mediante QSAR la absorcién de
compuestos en el organismo. Por un lado, encontramos trabajos que abordan la permeabilidad desde las
caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos (solubilidad en agua, coeficiente de particion agua-octanol
log P, constante de disociacién pKa, entre otros), mientras que otros estudios ahondan en el estudio de la
permeabilidad en relacion a cuales caracteres moleculares tienen implicancias fisioldgicas propias del pasaje
transmembrana, en este caso empleando ademas, datos experimentales o computaciones de ensayos in vitro
o in vivo (Pex permeabilidad efectiva empleando Caco-2, Porcentaje de Absorcidn Intestinal Humana —HIA%-,
Log K’ 1am o mic) (Ermondi, Vallaro, & Caron, 2018a; Gozalbes et al., 2011; Molero-Monfort, Escuder-Gilabert,
Villanueva-Camanias, Sagrado, & Medina-Hernandez, 2001; Price et al., 2021; J. Wang & Hou, 2015). Uno de
los primeros intentos de modelado de propiedades ADME fue propuesta por Lipinski, Lombardo, Dominy, &
Feeney, 1997. En este trabajo se propone de manera cualitativa un grupo de 5 reglas para caracterizar la
biodisponibilidad oral de compuestos. Esta “regla de 5” de Lipinski, basada en teorias de Drug-likeness,
establece que compuestos con:
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¢ peso molecular> 500:

* nimero de donantes de puente H > 5:

* numero de aceptores de enlaces hidrégeno > 10:
* ClogP>5:

tendran una baja absorcidn intestinal. Este tipo de herramienta encontré una rdpida aceptacién entre los
usuarios debido a su simplicidad y facil interpretacion (Leszczynski, 2010; Zhao et al., 2001). Este sencillo
modelo, luego ha ido perfecciondndose y complejizandose, adaptandose a un nimero mayor de compuestos,
con caracteristicas fisico-quimicas diversas. En este sentido, la inclusién de pardmetros relacionados con el
area superficial de las moléculas y el nimero de enlaces rotables, han mostrado gran incidencia en la

biodisponibilidad de sustancias (Julian-Ortiz, Zanni, Galvez-Llompart, & Garcia-Domenech, 2014).

Particularmente, considerando los modelos QSAR basados en experiencias in vitro que se encuentran
disponibles, existen algunos antecedentes que se centran en abordar de desde un enfoque analitico el pasaje
a través de las barreras bioldgicas. En este sentido, se considera que los procesos dindmicos de accién de los
compuestos bioactivos tienen mucho en comun con los procesos basicos de separaciones cromatograficas.
Bajo condiciones experimentales propicias, las mismas propiedades basicas: hidrofébicas, electrénicas y
estéricas; determinan el comportamiento de los compuestos quimicos tanto en el medio biolégico como en
el cromatografico. Por tanto, la cromatografia pueden utilizarse como técnica para estimar parametros fisico-

guimicos y actividades bioldgicas, entre ellas las farmacocinéticas (Escuder-Gilabert et al., 2003).

[.2.3.4. Cromatografia Biomimética basada en membranas artificiales y modelos QSAR

La aplicacidn de parametros de retencién cromatografica para obtener modelos descriptivos y predictivos de
respuestas farmacocinéticas da lugar a un nuevo grupo de modelos QSAR, llamados en algunos casos QRAR
(Escuder-Gilabert et al., 2003; Stepnik & Malinowska, 2013). En este tipo de estudios la variable respuesta
proviene de datos experimentales aportados por técnicas cromatograficas biomiméticas.

El surgimiento de estos modelos se basa en el hecho que no siempre se han encontrado buenas estimaciones
de la absorcion de las moléculas basadas sélo a partir del coeficiente de particion octanol-agua (log P), lo que
cuestiona la capacidad de este parametro para describir procesos de reparto complejos como los que tienen
lugar en las membranas celulares. Esto se puede deber a que, por un lado, las propiedades de un sistema
bifasico (como el sistema octanol-agua) formado por dos solventes inmiscibles son uniformes a lo largo de

cada una de las fases, mientras que las membranas bioldgicas tienen propiedades anisotropicas, lo que

42



<~ UNCUYO EEEE CIENCIAS EXACTAS TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
¢ (11 1]

. UNIVERSIDAD
N Y NATURALES

¥ NACIONAL DE CUYO Naturaleza, Ciencia y Humanismo CAPI’TULO I

provoca diferencias en el reparto de los solutos en ambos sistemas. A esto se le suma el hecho de que aunque
las interacciones hidréfobas de los compuestos con los sistemas bioldgicos son normalmente las que
determinan el pasaje transmembrana, también existen otras interacciones de tipo electrdnico y estérico que
no siempre pueden despreciarse y que estan ausentes en el sistema octanol-agua. Por ende, otros sistemas
de reparto, pueden proporcionar modelos mejores que den un panorama mas completo del pasaje a través
de las barreras bioldgicas (Gilabert, 2005; Valko, 2019). Como alternativa se propone entonces, la

cromatografia basada en fases estacionarias de fosfolipidos.

Particularmente, para emular las bicapas fosfolipidicas de las membranas celulares, se propuso el uso de
columnas cromatograficas basadas en membranas artificiales inmovilizadas (IAM, por sus siglas en inglés).
Las columnas IAM se preparan mediante la unidén covalente de una monocapa de fosfolipidos a particulas de
silice imitando asi el entorno lipidico de una membrana celular fluida en una matriz sélida. Se encontraron
modelos basados en los datos de retencién de IAM, por ejemplo, para la permeabilidad, el volumen de
distribucidn, el riesgo de fosfolipidosis y la mejora de la solubilidad en fluidos intestinales simulados (Ermondi,
Vallaro, & Caron, 2018b). Las columnas IAM pueden contener uno o una mezcla de fosfolipidos,
principalmente ligandos de fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés), fosfatidiletanolamina (PE, por sus
siglas en inglés), fosfatidilglicerol (PG, por sus siglas en inglés), acido fosfatidico (PA, por sus siglas en inglés)
y fosfatidilserina (PS, por sus siglas en inglés). La mas comercializada son las que tienen end-capping de metil
glicidol, para aumentar la vida util de la columna (IAM.PC.MG). La Figura 1.10. muestra la estructura de una
fase estacionaria conformada por membranas artificiales inmovilizadas de fosfatidilcolina, sobre un soporte

de silica.

Las fases moviles utilizadas usualmente con estas fases estacionarias, son soluciones acuosas de buffer fosfato
salino ajustadas al pH fisiolégico de interés (p. ej., pH 7.4). En estos casos, el pardmetro cromatografico
utilizado para la construccién de modelos QSAR o QRAR es el logaritmo del factor de retencion (log Kiam). Este
pardmetro nos da informacién acerca del grado de interaccidn de los analitos con las fases estacionarias, por
lo que en este caso resulta de primordial interés. Para la elucion de compuestos muy hidréfobos es necesaria
la adicion de pequefias cantidades de modificador organico (usualmente metanol o acetonitrilo) a la fase

movil (Barbato, 2006; Gilabert, 2005; Valko, 2019).
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Figura 1.10. Esquema de la estructura de una monocapa de fosfatidilcolina sobre silica (IAM.PC.MG)
Imagen propia, adaptada de Barbato, 2006

Respecto a estudios QSAR empleando fases IAM haciendo foco en la permeabilidad de diversas entidades
guimicas, podemos decir que la bibliografia disponible es abundante en relacién a xenobidticos y drogas
farmacéuticas (Ermondi et al., 2018b; Grumetto, Russo, & Barbato, 2015a; J. M. Luco et al., 2003; Pidgeon et
al., 1995; Russo, Grumetto, Barbato, Vistoli, & Pedretti, 2017; Stepnik & Malinowska, 2013; Yen, Agatonovic-
Kustrin, Evans, Nation, & Ryand, 2005), pero son mas escasos los reportes respecto a compuestos bioactivos
naturales. En publicaciones recientes se puede encontrar trabajos respecto a la permeabilidad de flavonoides
(Tsopelas et al., 2018), fitoestrogenos (Lasi¢, Bokuli¢, Mili¢, Nigovi¢, & Mornar, 2019) y saponinas (Stepnik,
2021). Otros compuestos bioactivos quedan pendientes de evaluacion con estas fases estacionarias. Esta
tecnologia aplicada a fitoquimicos permitiria la prediccion del comportamiento in vivo y la seleccidon de
compuestos con el mejor potencial de atravesar las barreras propias del proceso de biodisponibilidad,
reduciendo asi el nUmero de experimentos con animales, aportando ademds informacidon mecanistica de los

procesos subyacentes.

.3. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Como se ha mencionado en las secciones anteriores, investigaciones recientes y tendencias actuales de

consumo, demandan un abordaje comprensivo e integral de los alimentos funcionales y/o productos
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nutracéuticos para dar validez cientifica a las afirmaciones sobre las propiedades benéficas para la salud
asociadas a los mismos.

A la hora de buscar fuentes naturales altamente bioactivas, el ajo se destaca de otras hortalizas debido a que
asociado a su consumo pueden enumerarse importantes propiedades bioldgicas, principalmente influyentes
en la prevencién de enfermedades crdnicas. Ademas del interés funcional de estos productos, coincide que
el ajo, constituye la principal hortaliza fresca exportable de nuestro pais, siendo la provincia de Mendoza la
mayor productora. Este interés comercial, y la posibilidad de valor de los productos a base de ajo, es lo que

determina que esta especie en particular sea el objeto de estudio en la presente tesis.

Para encarar un estudio pormenorizado de alimentos funcionales y/o productos con compuestos bioactivos,
se debe incluir una secuencia que implica la integracién de diversos aspectos tales como, el empleo de
técnicas de extraccidon y separacién adecuadas para obtener el perfil cuali-cuantitativo de dichos compuestos;
mediciones de estabilidad de los componentes; estudios de biodisponibilidad; ademas por supuesto, del
estudio de las propiedades benéficas para la salud. En este sentido, el desarrollo de metodologias analiticas
robustas y sensibles es menester, tanto para caracterizar correctamente los productos analizados, como

también para evaluar el destino fisioldgico una vez que se ingieren los fitoquimicos.

Si hablamos de determinaciones analiticas relacionadas al estudio de los componentes del ajo y sus sub-
productos, los trabajos de investigacion en esta area se han centrado en purificar, identificar y cuantificar
fitoquimicos individuales. Sin embargo, no se ha realizado un abordaje analitico de multiples analitos
bioactivos y de distinta naturaleza quimica en una misma matriz, hecho que permitiria evaluar
adecuadamente el potencial funcional real y global de los productos a base de ajo. Por otro lado, los
antecedentes en esta drea muestran un mayor énfasis en el estudio de compuestos organoazufrados (OSCs),
por sus caracteristicas distintivas en cuanto a flavor y potencial bioactivo, mientras otros grupos de
fitoquimicos, como los fructanos y los flavonoides, han sido evaluados en menor grado. A su vez, vemos que
las técnicas analiticas tradicionalmente empleadas para la caracterizacién de preparaciones a base de ajo en
su mayoria no siguen lineamientos de la quimica verde, ni apuntan a la mejora de la eficiencia del proceso
analitico. Por lo anterior se plantea entonces la necesidad de implementar métodos analiticos actualizados
para determinar de manera selectiva multi-componentes en diversas matrices de productos de ajo, que
logren ser una ventaja competitiva no sélo en términos de practicidad y eficiencia, sino que ademas permitan
realizar una caracterizacién cuali-cuantitativa mds amplia y completa del perfil de fitoquimicos en las matrices

gue se encuentran, y que permita aportar una vision integral de la funcionalidad de cada producto.

Por otro lado, se ha estudiado que la mera presencia de los compuestos bioactivos en las fuentes vegetales o

galénicas, no es suficiente para garantizar que las propiedades biolégicas que se les atribuyen logren
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verificarse. Las limitaciones de esta aseveracion se sustentan en diversas razones: deben considerarse los
cambios estructurales que pueden sufrir los compuestos una vez que ingresan en el organismo humano, y a
su vez debe analizarse si los mismos son capaces de sortear las barreras bioldgicas propias del proceso
gastrointestinal una vez ingeridos. Aqui, la permeabilidad intestinal es clave en la disposicién final de
compuestos para alcanzar sus sitios target en el organismo. En el caso del ajo, estudios acerca de los
mecanismos moleculares implicados en la permeabilidad de los compuestos bioactivos aun no han sido
explicados. Si bien pueden encontrarse en bibliografia estudios bioldgicos que dan informacién primaria sobre
el pasaje de compuestos organoazufrados, resta aun esclarecerse informacién mecanistica acerca de las
interacciones compuestos-membranas celulares. Datos que resultarian de gran interés no sdélo a la hora de
explicar lo que ocurre durante el transporte transmembrana de los analitos, sino que también sentaria
precedentes para la prediccion del comportamiento de otros compuestos similares. Para responder estos
interrogantes aun pendientes, la quimica analitica y medicinal proporciona varias herramientas
experimentales y quimiométricas, que permiten abordar de manera complementaria a los ensayos biolégicos,
la disponibilidad de los bio-compouestos. En esta linea, la cromatografia basada en columna de membranas
artificiales inmovilizadas (IAM), respaldada por el uso de métodos estadisticos como los estudios de Relacién
Estructura - Actividad Cuantitativos (QSAR), ha demostrado ser un modelo replicable de procesos bioldgicos
implicados en la permeabilidad de compuestos organicos, y que en conjunto estas herramientas ademas

logran dilucidar los mecanismos moleculares y celulares que estan implicados en dichos procesos.

En base a lo expuesto, es que se propuso, en primer lugar, desarrollar una metodologia analitica multi-
fitoquimica que combina técnicas de extraccidn tales como Ultrasonido y Microextraccidn Dispersiva Liquido-
Liquido (DLLME), acoplado a Cromatografia Liquida con detector de arreglo de diodos, para la determinacién
de flavonoides, OSCs y fructanos de tipo inulina, respectivamente. Esto con el fin de lograr un andlisis de alto
rendimiento y fiabilidad de productos a base de ajo, ponderando el potencial funcional real de los mismos.
En una segunda instancia, se planted la construcciéon de modelos de Relaciones Estructura- Actividad
Cuantitativos (QSAR) apoyados en datos experimentales surgidos de la cromatografia biomimética, como es
la Cromatografia de Membranas Artificiales Inmobilizadas (IAM), para estudiar el transporte pasivo de
compuestos bioactivos provenientes de ajo a través de las membranas celulares. En este caso buscando
anteponer un enfoque quimico que permita profundizar en las caracteristicas moleculares que optimizan el

proceso de permeabilidad, y por ende la biodisponibilidad final de los fitoquimicos de interés.

A partir del conjunto de informacidn resultante de estas estrategias metodoldgicas buscamos dar luz a
cuestionamientos de larga data que estan relacionados con la forma y cantidad apropiada de consumo de
estas hortalizas y sus productos gastronémicos, o de las dosis efectivas de los productos nutracéuticos, para

asegurar la bioeficacia de los fitoquimicos a largo plazo en la prevencién de enfermedades crénicas.
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I.4. HIPOTESIS

“El desarrollo de una adecuada caracterizacion de los fitoquimicos de interés y el empleo de modelos QSAR
permite obtener informacion sobre la biodisponibilidad de dichos compuestos para ejercer los efectos
bioldgicos que se les atribuyen.

[.5. OBJETIVOS

- Objetivo General:

Investigar el potencial beneficioso para la salud de alimentos funcionales del género Allium sp. analizando
los principios bioactivos involucrados y empleando recursos quimiométricos

- Objetivos Especificos:

¢ Desarrollar una metodologia analitica tipo “screening” para caracterizar cuali-cuantitativamente diferentes
grupos de fitoquimicos (organoazufrados -OSCs-, polifenoles, hidratos de carbono), mediante el empleo de

cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

e Evaluar y dilucidar los mecanismos moleculares involucrados que operan en sistemas bioldgicos mediante

la construccion de modelos de relacién estructura-actividad cuantitativa (QSAR).

e |dentificar y evaluar los parametros moleculares con mayor relevancia informativa para la construccion de

dichos modelos.

¢ Predecir la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos analizados a partir de los resultados obtenidos

del estudio QSAR.

* Formacion de recurso humano altamente calificado en el drea de la Quimica de los Alimentos y Quimica

Analitica.
* Promover y fomentar la vinculacién interinstitucional y trabajo grupal.

e Difusidn cientifica mediante publicaciones internacionales con referato y presentaciones a congresos.
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Il. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA ANALITICA MULTI-FITOQUIMICA PARA LA
DETERMINACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN DIFERENTES PRODUCTOS A BASE DE
A0

II.1. INTRODUCCION

El actual interés de las industrias alimentarias y farmacéuticas por los compuestos bioactivos naturales
ocasiona a una creciente demanda de métodos de analisis y aislamiento, nuevos y mas eficaces (lvanovic,
Razborsek, & Kolar, 2020). Los mismos conllevan diversos desafios relacionados no sélo con la propia
naturaleza quimica de los analitos y de las matrices en que se encuentran, sino también con los
requerimientos actuales de control de productos finales y el interés en la proteccion ambiental. Siguiendo
estos lineamientos, y considerando en nuestro caso como objetos de analisis a diferentes productos de ajo,
el reto analitico en el presente trabajo de investigacion fue el de desarrollar una metodologia actualizada y
completa para el manejo y medicién con alta selectividad de multiples fitoquimicos en diversas matrices, que

logre aportar una vision global del potencial funcional real de cada producto.

La implementacion de metodologias analiticas basadas en la combinacién de técnicas de analisis para
determinar multi-componentes resulta en una ventaja competitiva en términos de practicidad, reduccién de
costos, materiales y tiempo, logrando ademads la obtencién de informaciéon mas amplia y facil de comparar.
En este caso ademas, no sélo se busca mejorar la eficiencia del procedimiento analitico, sino que buscamos
también obtener datos acerca de diferentes familias de compuestos bioactivos, y de esta manera tener en
cuenta el efecto sinérgico de los fitoquimicos sobre las actividades bioldgicas reportadas. Juntos en una
misma matriz, ya sea un producto vegetal o farmacéutico, los fitocompuestos de diferente origen pueden
incrementar un efecto bioactivo una vez consumidos, o mostrar interaccion antagdnica reduciendo eficiencias
de actividad bioldgica especifica (Kocabas, 2017). Por lo tanto, las combinaciones de fitoquimicos deben

considerarse cuidadosamente a la hora de evaluar el potencial funcional real de un alimento o suplemento.

En lo que respecta a desarrollo de la metodologia analitica propuesta, en primer lugar se debe estudiar la
seleccién de las técnicas de extraccidn y aislamiento (o purificacidon) de los compuestos bioactivos. Estas
técnicas dependeran del tipo de matriz, la volatilidad, la inestabilidad frente a cambios de pH, temperatura o
solventes, y la polaridad de los compuestos de interés (McGorrin, 2011). Los métodos tradicionales para la
extraccién y aislamiento de los analitos de interés de los tejidos vegetales, presentan algunas desventajas,
debido a que requieren largos tiempos de extraccion, grandes cantidades de solventes, y algunas veces, son
poco eficientes. Ademads, segln la naturaleza quimica de los compuestos, propia de cada familia de

metabolitos secundarios, se presentan diversas complejidades que deben ser abordadas particularmente. En
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el caso de los compuestos organoazufrados, como ya se menciond en el capitulo |, son inestables y reactivos,
se oxidan facilmente, y también sufren modificaciones durante los procesos térmicos. Por esta razén, las
técnicas preparativas para su aislamiento deben ser selectivas, de costo moderado, y evitar transformaciones
guimica y térmicas de los analitos de interés (Rouseff, 2002). Por su parte, los flavonoides al ser ionizables,
son sensibles al pH del medio extractante, y al tipo de solvente de extraccion. Sumado a esto, se ha
demostrado que el tiempo y la temperatura de extraccién son claves a la hora de maximizar los rendimientos
de recuperaciéon de compuestos fendlicos (Khoddami, Wilkes, & Roberts, 2013). La extraccidon de azucares
también presupone desafios. Para lograr una correcta cuantificacién de la inulina, primero la misma debe
aislarse de manera eficiente y precisa de otros hidratos de carbono simples y fibras. Para lo cual se requiere
introducir un fraccionamiento de los azlcares riguroso, basado en diferentes etapas de hidrdlisis quimica o

enzimatica, que permitan medir fructosa y/o glucosa como productos finales (Mc Cleary et al., 2000).

En respuesta a estas complejidades en la determinaciéon de compuestos bioactivos, en la presente tesis se
propuso emplear técnicas de extraccion modernas que sean amigables con el medio ambiente y que aporten
mayor rendimiento al proceso de extraccion. La Extraccidn Asistida por Ultrasonido (UAE, por sus siglas en
inglés), ha mostrado ser altamente util en cuanto a analisis de productos naturales. Existen antecedentes de
su uso para extraer multiples componentes de matrices vegetales (Chemat et al., 2017), por lo que resultd
légico emplear la misma para extraer y purificar luego los analitos de interés. Siguiendo en tema de
preparacion de muestra y extraccion/aislamiento, en relacidn a los compuestos organoazufrados es posible
mejorar aun mas la eficiencia del andlisis empleando una de las técnicas de microextraccién liquida
propuestas en el capitulo anterior. La literatura sobre microextraccién en fase liquida muestra una gran
variedad de procedimientos que cada analista puede elegir y aprovechar segln la matriz que posee y los
analitos que desea extraer y purificar. Con este objetivo hemos elegido una Microextraccidn Liquido-Liquido
Dispersiva (DLLME) a fin de mejorar la etapa de preparacion de muestra. La misma se encuentra previamente

validada y publicada por nuestro grupo de investigacion (Ramirez et al., 2016).

Estas técnicas de preparacién de muestras combinadas con la Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) sirven para caracterizar y determinar los diferentes fitoquimicos presentes en la matriz del producto
objeto de estudio. Dado que las muestras consideradas son mezclas multi-componente de compuestos con
un amplio rango de polaridad, se necesitan diferentes técnicas de separacion instrumentales, por ejemplo,
cromatografia liquida en fase reversa (RP-LC) y cromatografia de liquida de interaccién hidrofilica (HILIC) para

abarcar esta diversidad quimica (Petruczynik & Waksmundzka-Hajnos, 2013).

Como consecuencia de lo anterior, y con el fin de lograr un analisis de alto rendimiento de productos a base

de ajo, desarrollamos entonces una metodologia multi-fitoquimica que combina técnicas extractivas como
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Extraccion Asistida por Ultrasonido y Microextraccidon Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME), acopladas a
Cromatografia Liquida con detectores de arreglo de diodos, para la determinaciéon de flavonoides, OSCs y

fructanos tipo inulina, respectivamente.

En cuanto al desarrollo de la metodologia propuesta, las condiciones dptimas de extracciéon se obtuvieron
mediante un disefio experimental de superficie de respuesta. La metodologia de superficie de respuesta es
una coleccién de técnicas matematicas y estadisticas basada en el ajuste de una ecuacién polinémica a los
datos experimentales que surgen de una serie de experimentos determinados por un software estadistico

(Bezerra et al., 2008).

Luego de la extraccién, los analitos deben poder ser separados e identificados. Por esta razén, en una etapa
preliminar del desarrollo de la metodologia, se definieron los parametros cromatograficos que permitieran

una eficiente separacion y determinacidn analitica de los compuestos bajo estudio.

[1.2. OBJETIVOS

e Seleccionar, evaluar y optimizar las variables instrumentales de modo tal de poder alcanzar una
adecuada sensibilidad y selectividad de los compuestos de interés (OSCs, inulina, polifenoles)
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

e Optimizar las técnicas para la extraccion de los diferentes grupos de fitoquimicos presentes en las
matrices bajo estudio empleando disefio experimental multivariado.

e Combinar las técnicas de preparacién de muestras y cromatograficas para la determinacién de multi-
componentes.

e Evaluar las figuras analiticas de mérito propias del método analitico desarrollado, tales como
linealidad, repetibilidad, recuperacién cuantitativa de los analitos y limite de deteccidn.

e Evaluar la aplicabilidad de la metodologia en el analisis de diversos productos comerciales a base de

ajo.

1.3. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA ANALITICA

El término optimizacién se ha utilizado en quimica analitica como un medio para descubrir las variables
experimentales que se deben aplicar en un procedimiento para lograr la mejor respuesta posible.
Tradicionalmente, la optimizacién se ha realizado mediante la evaluacidon de la influencia de un factor a la vez,
frente a una respuesta experimental (metodologia univariada). Si bien este método es vélido, en algunos

casos se sugiere que en la optimizacion de los procedimientos analiticos, sobre todo de aquellos en los que
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intervienen muchas variables, se lleve a cabo el uso de técnicas estadisticas multivariadas para reducir el
numero de experiencias y ademds para observar la interaccidn de las variables entre si. Dentro de las técnicas
multivariadas mds relevantes utilizadas en la optimizacién de las etapas analiticas se encuentra la

metodologia de superficie de respuesta (RSM).

Las variables a optimizar en el presente desarrollo analitico fueron, por un lado, las implicadas en el proceso
de separacién cromatogrdfica, y por otro, las influyentes en el proceso de extraccidon de los analitos durante

la etapa de preparacién de muestra.

Los analitos que se buscaron determinar fueron: los organoazufrados, alicina, E-Z-ajoeno, 2-vinilditiina y DAS,
elegidos por representar un ejemplo de cada tipo de OSCs (un tiosulfinato, un producto de degradacién polar
y otro apolar de la alicina, y un sulfuro, respectivamente); los flavonoles, quercetina, miricetina y campferol,
elegidos en base a reportes previos que constatan su presencia en niveles significativos en diferentes matrices

de ajo; y la inulina, representante de los fructanos, y como compuesto prebidtico.

En la Figura Il.1. se muestra un diagrama a modo de resumen de la estrategia de trabajo y las tareas

involucradas en esta seccién.

DESAROLLO DE LA DExp DExp 1
METODOLOGIA ANALITICA Muttivoriado Univaniado ]
1 . Modif. arg, Gradiente 1
VARIABLES ) Flujo, T*, ACN " Org. J .
| INSTRUMENTALES ‘ ' Azficares Flujo. Acdificacén _F1ayonoles™, '
PARA LA SEPARACION ! simples Azficares ]
CROMATOGRAFICA ; '
: HILIC-HPLC-DAD f
OPTIMIZACION il !
DExp
Multivariade

Extraccién
asistida por
us

Tiempo, pH. edicién

VARIABLES DEL

- PROCESO DE MeOH
EXTRACCION

COMBINACION DE PREPARACION DE FRACCIONAMIENTO DE LA DETERMINACIGN
;E::fm“ﬁﬁ“g's-ﬂéﬁ:%; MUESTRA Y EXTRACCIGN MUESTRA Y AISLAMIENTO CROMATOGRAFICA DE
QU MULTI-FITOQUIMICA DE ANALITOS DE INTERES MULTIPLES ANALITOS

LA METODOLOGIA

Figura Il.1. Esquema del disefio de investigacion para el desarrollo de la metodologia multi-fitoquimica

Respecto a la etapa de optimizacion de variables instrumentales y de preparacion de muestra, en primer lugar

se estudiaron los parametros operacionales de separacién cromatografica para lograr una adecuada

resolucidn de los analitos de interés. Para tal fin, se realizd un disefio experimental multivariado buscando
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una adecuada separacién de hidratos de carbono simples (fructosa, glucosa), surgidos de la hidrdlisis de
inulina; y luego teniendo en cuenta esos resultados, junto con informacién reportada en cuanto a la
separacion cromatografica de flavonoides, mediante un disefio experimental univariado se probaron las
condiciones dptimas para separar en una misma corrida cromatografica tanto los hidratos de carbonno asi

como flavonoles, empleando cromatografia HILIC.

Los organoazufrados se consideraron de manera independiente a flavonoles e hidratos de carbono, a la hora
de discriminar técnicas de aislamiento y separativas, dada la diferencia marcada en términos de polaridad
respecto a los otros compuestos considerados en esta seccién. Para este grupo de fitoquimicos
particularmente el aislamiento/purificacién de los compuestos organoazufrados, basado en DLLME, y su
separacion cromatografica, mediante RP-HPLC, fueron previamente optimizados y validados, en un trabajo
de propia autoria (Ramirez et al., 2017). Dichas técnicas fueron entonces adoptadas y acopladas al método

aqui propuesto, para lograr el fraccionamiento de este grupo de compuestos y su determinacion analitica.

Una vez optimizadas las variables instrumentales que permitieron determinar selectivamente cada analito a
partir de HPLC-DAD, luego se optimizaron las variables asociadas al proceso de extraccidn de los analitos. Para

esto se empled un disefio _experimental multivariado de superficie de respuesta para encontrar las

condiciones de trabajo éptimas de una técnica de extraccién asistida por ultrasonido.

Bajo las condiciones de trabajo optimizadas previamente discutidas, luego se combinaron las técnicas de
preparacion de muestra, fraccionamiento/aislamiento y separacidon cromatografica dentro de una misma
metodologia de andlisis para caracterizar productos a base de ajo ponderando el contenido de los

organoazufrados, flavonoles e inulina.

11.3.1.MATERIALES Y METODOS

11.3.1.1. Reactivos, Estandares Analiticos y Solventes

- Dialil Sulfuro - DAS - (97%) y Dialil Disulfuro - DADS - (80%) se compraron a Sigma Aldrich (Buenos
Aires, Argentina).

- La alicina fue sintetizada por oxidacion de dialil disulfuro con perdxido de hidrégeno siguiendo lo
reportado previamente por el grupo (Gonzalez et al., 2007).

- Paraobtener isdmeros de E-Z Ajoeno, la alicina sintetizada se calentd mientras se agitaba en acetona
/ agua (40:60 v / v) (Block, Ahmad, Catalfamo, Jain, & Apitz-castrozd, 1986).

- Los compuestos de vinilditiina se sintetizaron calentando alicina en acetona / metanol (60:40 v / v)

siguiendo el procedimiento descrito por Iberl, Winkler, & Knobloch, 1990; con ligeras modificaciones.
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Los OSCs sintetizados se aislaron adicionalmente mediante recoleccién de fracciones después de la
separacion por HPLC. Se purificaron alicina y E- y Z-ajoeno usando una columna de HPLC Waters
Spherisorb S5W de fase normal y hexano / isopropanol (92: 8 v / v) como fase movil. La 2-vinilditiina
(2-VD) se purificé mediante HPLC de fase reversa utilizando las condiciones cromatograficas descritas
en la seccion "Condiciones cromatograficas" de esta seccidn. La purificacidon de 3-VD no tuvo éxito,
por lo que no se incluyé en el estudio de validacién. Luego, los OSCs sintetizados se concentraron y
se caracterizaron por espectroscopia UV y anadlisis GC-MS. Los espectros UV se obtuvieron utilizando
un espectrofotémetro UV-Vis Cary 50 de Varian y la cuantificacidon se llevé a cabo utilizando el
coeficiente de extincion (Lawson, 1992). Para los analisis de GC-MS se utilizd un Perkin Elmer Clarus
500. Las 2-VD, asi como E- Z-ajoeno se confirmaron mediante espectros de masas. La alicina fue
confirmada por UV y espectros de masas; el ultimo a través de la confirmacidon de vinilditiinas
formadas. Los espectros de masa y UV obtenidos concuerdan con la bibliografia (lli¢ et al., 2012;
Lawson, 1992).

Los estandares quimicos de flavonoides, miricetina (96%), kaempferol (> 90%) y quercetina (96%) se
compraron a Sigma Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

El estandar de inulina se compré a Orafti (Saporiti SA, Argentina). La mezcla de fructanasa para la
hidrdlisis de la inulina se adquirié de Megazyme (Granotec, Argentina). Los estandares de D-glucosa,
D-fructosa y sacarosa fueron adquiridos de Biopack.

Acetonitrilo (ACN), metanol (MeOH), acetona, hexano, isopropanol, cloroformo y diclorometano
(DCM) fueron de calidad cromatografica y adquiridos a Merck (EE. UU.).

Finalmente, se obtuvo agua ultrapura (18 MQcm) de un sistema de purificacion de agua Milli-Q

(Millipore, Francia).

[1.3.1.2. Muestras

11.3.1.2.1. Muestras de Ajo

Material Vegetal: Para todos los ensayos se utilizd el clon de ajo rojo “Rubi” de la coleccion de

germoplasma del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) La Consulta, Mendoza. El ajo
se cultivé en el campo experimental del INTA ubicado en La Consulta, Mendoza, Argentina (33° 44
S,69° 07’ W)en2014.

Muestras Blanco: en el desarrollo y validacion del método se utilizaron dientes de ajo sin triturar que

carecian de los OSCs de interés. Las muestras blanco se prepararon inactivando la aliinasa mediante

54



“wei: UNCUYO | 2288 Bt Sacras TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
A ‘; UNIVERSIDAD ==== Y NATURALES

NACIONAL DE CUYO Naturaleza, Ciencia y Humanisma CApl'TU |.O "

la aplicacion de un proceso térmico, que consistid en hervir suavemente dientes de ajo enteros
durante 30 minutos, segln Locatelli et al., 2015. Luego, se analizaron las muestras y se pudo confirmar
gue no se pudieron detectar compuestos organosulfurados. No fue posible eliminar la inulina y los
flavonoides de las muestras en blanco. Por tanto, las cantidades iniciales de cada analito se

cuantificaron antes del analisis.

11.3.1.3. Preparacién de muestras y fraccionamiento de analitos

11.3.1.3.1.  Preparacion de muestras blanco

De las muestras en blanco, se homogeneizaron y reservaron 5 g de submuestra. Luego, en un tubo de 15 mL
con fondo cénico, se tomd una alicuota de 0,15 g de ajo con alinasa inactivada y se agregaron cinco (5)
mililitros de agua destilada. A continuacidn, se les afiadié concentraciones conocidas (25 mg L) de alicina, E-
Z ajoeno, 2-VD y DAS; 20 mg L de kaempferol, quercetina y miricetinay 10 mg L? de inulina. En este punto,
se chequed el pH del medio y en caso de ser necesario se corrigid para que el valor final fuera 6,33. A
continuacién, se agregaron 0,22 mL de MeOH para ayudar al proceso de extraccidn, y las muestras fueron
ultrasonicadas durante 16,3 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 30 min.
Después de la centrifugacion, se separaron los diferentes grupos de fitoquimicos. Se sometié una alicuota de
3 mL de sobrenadante al procedimiento de DLLME con el fin de separar los OSCs de otros analitos, mientras
gue se separd una alicuota de 2 mL de sobrenadante para realizar el andlisis de flavonoides y realizar la
enzimdlisis de azucares. Para realizar la hidrélisis de inulina, se agregaron 60 uL de fructanasa a 1,5 mL de
sobrenadante junto con 1,5 mL de buffer acetato (pH 6 — 5,5). Esta mezcla se incubé luego a 60° C durante 30
min. Al mismo tiempo, con el fin de cuantificar adecuadamente la inulina, se determind la fructosa libre
presente en las muestras en blanco. El procedimiento fue exactamente el mismo que antes, pero sin la adicidn
de fructanasa. Tanto los flavonoides como los azlcares presentes en las muestras se analizaron mediante el
modo cromatografico HILIC, mientras que los OSCs de la DLLME se analizaron mediante RP-HPLC. En la Figura

11.2. se muestra un breve esquema del procedimiento de preparacion de la muestra.

55



" UNIVERSIDAD
AE NACIONAL DE CUYO

FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS
Y NATURALES

Naturaleza, Ciencia y Humanisma

TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
CAPITULO I

Preparacién de muestra y
extrace kn multi-fitoguimic a

Esquemia de la metodologia analitica propuesta

Homogenato
de ajo

Adicion
de MeOH

chequeo pH

Extraccion
ultrasonide

Fracclonamiento de muestra

( Centrifugacion

W\pe“ﬂ/

Determinacién multi-analitos

l—‘r Determinacién azicares no hidrolizados

Hidralisis
azucares

Determinacion
directa flavoncles

|

-

DLLME

Determinacion inulina hidrolizada

HILIC-HPLC-DAD

RP-HPLC-DAD J

Figura Il.2. Diagrama esquematico del procedimiento a seguir en la metodologia multi-fitoquimica

11.3.1.3.2.

propuesta

Procedimiento de Microextraccion Liquido-Liquido Dispersiva para
determinacion de OSCs

La extraccidn de OSCs se realizd, como se menciond antes, siguiendo una técnica optimizada y previamente

reportada en un trabajo de propia autoria (Ramirez et al., 2017). Se inyectd rapidamente una mezcla

constituida por un mililitro de acetonitrilo (disolvente dispersivo), junto con 600 pl de cloroformo (disolvente

de extraccién) en cada solucién de muestra (3 mL del sobrenadante producto del proceso explicado en

11.3.1.3.1.) utilizando una jeringa. Posteriormente, la mezcla se centrifugé durante 3 min a 2000 rpm, y la fase

extractante se retird mediante una jeringa. La fase de cloroformo se secd bajo una corriente de nitrégeno y

luego se disolvié en 500 ul de MeOH, esto se filtrd y se inyectd en RP-HPLC-DAD para su andlisis, bajo las

condiciones que se detallaran a continuacién.
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11.3.1.4. Condiciones cromatograficas

Los andlisis cromatograficos se realizaron utilizando un cromatégrafo Shimadzu LC 20A acoplado a un
detector de arreglo de diodos que permite analizar longitudes de onda en el rango ultravioleta/visible
(UV/VIS). Cada una de las muestras fue inyectada por triplicado. De los cromatogramas obtenidos se
consideraron las dreas de los compuestos de interés, identificando a cada uno de los mismos comparando los
tiempos de retencidn con los estandares de referencia. Las columnas de HPLC utilizadas fueron una columna
Waters C18 (254 x 4,6 mm |: D. Tamafio de particula de 5 um) (EE. UU.) Y una columna Shodex HILIC pak (VG

50 4E, fase amino estacionaria, 250 x 4,6 mm |: D. 5 tamanfio de particula um) (Japén).

Las condiciones de separacidon de los OSCs en el modo cromatografico RP-HPLC, se adaptaron de las
informadas previamente por Ramirez et al., 2017. Mientras que las condiciones para la separacion
cromatografica de flavonoles y azucares se adapté de Zhang et al., 2008 con modificaciones resultantes de
una optimizacién multivariada de las condiciones cromatograficas en modo HILIC (Tabla II.1.). En ambos
casos, el sistema se equilibré utilizando las condiciones iniciales durante 10 minutos antes de la inyeccién de
la siguiente muestra, y la temperatura del horno se fijé en 25°C y se inyectaron 10 plL de muestra para cada
analisis. Antes de su uso, las fases maviles se filtraron a través de un filtro de 0,45 um. Particularmente, la
longitud de onda del detector se establecié en 194 nm para la identificacion de hidratos de carbono (Karkacier
et al., 2003), y 270 nm para identificar flavonoles de acuerdo con los espectros UV de los estandares de

referencia.

Tabla Il.1. Condiciones cromatograficas para la determinacién de OSCs, flavonoles y aztcares

Fase reversa ODS C18 de 254 mm de HILIC Amino de 250 mm de longitud

longitud y 0,46 mm d.i y 0,46 mm d.i, T°: 25°C
Gradiente acetonitrilo (a):agua(b)
Isocratico acetonitrilo:agua:metanol 0,01% acido formico
(50:41:9) (V/V) (0 min 98 % A, 5 min 98 % A, 15 min
93 % A, 40 min 70% A)
1 mL min 0,6 mL mint
DAD 254nm DAD 194 n;éh;dmra(t;fasvti()e carbono),
30 minutos 40 minutos
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[1.3.1.5. Procedimiento de trabajo para el desarrollo de la metodologia analitica

11.3.1.5.1.  Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas para la separacion de flavonoles e
hidratos de carbono.

Las condiciones cromatograficas para la separacidn de OSCs, ya se encontraban optimizadas como se
menciond en los parrafos anteriores (para referencia de la técnicas empleadas para la determinacion de estos
compuestos, se adjunta la informacién pertinente al articulo surgido de esta investigacién sobre la
determinacidon de OSCs en el capitulo Anexos, Seccidn A. En la presente tesis, entonces, el foco del trabajo
de investigacion se centrdé en la optimizacién de las variables operacionales para separar los flavonoles e

hidratos de carbono de nuestro interés.

Dado que una cuantificacién adecuada de inulina implica su enzimdlisis antes de un andlisis cromatografico,
los analitos reales a determinar por HPLC fueron fructosa, glucosa y sacarosa. Este proceso fue puesto a punto
mediante una optimizacion multivariada de 3 variables (flujo cromatografico, proporcion de acetonitrilo y
temperatura). Luego en funcion de esos resultados, y con base a informacién reportada por Zhang et al., 2008,
se optimizo la separacion de miricetina, quercetina y campferol, junto con fructosa, glucosa y sacarosa. La
optimizacion del método se llevé a cabo en una columna HILIC (fase estacionaria amino) variando el contenido
e identidad del modificador organico en la fase mavil, la longitud de onda, el tipo de gradiente, el caudal y el

contenido de acido en la fase movil.

1.13.1.5.2.  Optimizacion de las condiciones de extraccion

Para poder determinar las condiciones éptimas de extraccién de los diferentes grupos fitoquimicos a partir
de una misma muestra, el efecto de diferentes factores como la concentracién de MeOH en la solucién de
extraccién (0 - 1500 pL), el pH de la muestra (4 - 8) y el tiempo de ultrasonido (5-20 min) se probaron utilizando
un modelo de superficie de respuesta de Box-Behnken. El rendimiento de extraccidn de cada analito se
investigé como respuestas con el fin de optimizar las variables independientes (factores). La solucién utilizada
para el analisis se prepard a partir de un homogeneizado de muestras blanco (para evitar la presencia de
0SCs), y se agregaron 25 pg L de cada estandar de OSC, 20 pg L' de cada estandar de flavonol y 10 mg L' de
estandar de inulina, a la muestra.

Después del proceso de extraccion asistida por ultrasonido, las muestras se sometieron a DLLME vy

posteriormente cada fraccién fue analizada mediante HPLC por triplicado.
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11.3.1.6. Software estadistico

Se utilizé el software informatico Design-Expert 7.0.0 para disefar los experimentos y modelar y analizar los
resultados. Por otro lado, para el tratamiento estadistico de los datos se utilizé el software INFOSTAT vy el

programa Origin v.6.0.

11.3.2.RESULTADOS Y DISCUSION

11.3.2.1. Optimizacién de las condiciones cromatograficas para flavonoles e hidratos de
carbono

Primero, se evalud la fase estacionaria apropiada y el método cromatografico conducente a una separacién
eficiente de monosacaridos (fructosa y glucosa). Cabe aclarar que se decidié trabajar en la separacidn de estos
analitos porque una adecuada cuantificacién de inulina implica su sometimiento a una etapa de enzimdlisis
(Quemener & Thibault, 1994). Como la fructosa y la glucosa son el resultado de este proceso, son
precisamente estos analitos los que determinamos mediante HPLC.

La cromatografia de interaccidn hidréfila (HILIC) se refiere a un modo alternativo de cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) para separar compuestos polares como azucares, alcoholes y acidos organicos
mediante el empleo de una fase estacionaria polar (p. Ej., Amino, ciano, silice) eluida con una fase movil
conformada por solucién acuosa / orgéanica (Buszewski & Noga, 2012). En consecuencia, las investigaciones
en esta drea coinciden en que las fases estacionarias amino, trabajando en modo HILIC, conducen a una
separacion dptima de azucares simples (Karkacier et al., 2003; Lépez Hernandez et al., 1998; Neue et al., 2010;
Vendrell-Pascuas, Castellote-Bargallo, & Lopez-Sabater, 2000). En este sentido, la mayoria de los métodos
cromatograficos informados utilizan elucién isocratica con fases mdviles de acetonitrilo-agua. Con base en lo
anterior y para evaluar la factibilidad del uso de esta técnica en nuestra metodologia, con los instrumentos
disponibles, realizamos un disefio experimental (superficie de respuesta Box-Behnken), analizando 3 factores
numéricos (flujo cromatografico, proporcion de acetonitrilo y temperatura) con 5 puntos centrales. La
resolucidn entre los picos cromatograficos de fructosa-glucosa y glucosa-sacarosa se consideraron las
respuestas (Tabla 11.2.). Los resultados indicaron que la funcién de deseabilidad éptima se logré utilizando un
flujo de 1.2 mL / min, con 85% de acetonitrilo y una temperatura de 40 ° C (Figura 11.3.). Esta funcion se basa
en mas de una respuesta e incluye las prioridades y restricciones del investigador bajo las cuales se construyé
el disefio (Jofré et al., 2010). Los valores de deseabilidad varian de d = 0 para una respuesta indeseable

completa, ad = 1, para una respuesta deseable completa.
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Ademas, se observé que generalmente los monosacaridos tenian una resolucién cromatografica adecuada
utilizando proporciones de acetonitrilo superiores al 82% en la fase de elucién (Figura 11.4.). Esto concuerda
con la bibliografia sobre el tema (Harmita Hayun, 2011; Lépez Hernandez et al., 1998), y se relaciona con el
hecho de que en el modo HILIC la fuerza de elucién de la fase mdvil estd determinada por la proporcion de
agua, y a mas agua en la FM, mds fuerza de elucion. Cuando esto sucede, los picos cromatograficos de los

monosacaridos tienen una resolucién mas baja.

Tabla I1.2. Niveles y factores evaluados mediante el disefo de superficie de respuesta para separacion de
monosacaridos

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Respuestal Respuesta 2
A: Flujo B: Propctrc.ién C: Temperatura Res F-G Res G-S
Acetonitrilo Horno
Corrida mL/min °C
1 1,1 68 40 2,03 1,64
2 1,4 68 35 1,77 1,79
3 1,4 83 35 1,50 6,15
4 1,1 76 35 0,52 2,34
5 1,1 83 30 1,69 0,00
6 1,1 76 35 0,53 2,29
7 1,4 76 30 0,28 1,34
8 1,1 83 40 1,71 6,48
9 1,1 76 35 0,57 2,35
10 1,4 76 40 0,46 2,02
11 1,1 68 30 1,96 3,13
12 0,8 68 35 2,15 1,60
13 1,1 76 35 0,51 2,31
14 0,8 76 30 0,53 2,50
15 0,8 76 40 0,70 2,96
16 0,8 83 35 1,81 1,71
17 1,1 76 35 0,50 4,02
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Figura I1.4. Resolucidon cromatografica entre fructosa y glucosa cambiando la proporcion de acetonitrilo en
la fase movil.
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El cromatograma A corresponde a una fase movil constituida por ACN / agua (82:18), mientras que el
cromatograma B corresponde a una fase movil constituida por ACN / agua (90:10)

Por otra parte, teniendo en cuenta la capacidad de la cromatografia HILIC para resolver analitos polares, se
evaluéd el desempefio de diferentes gradientes de elucién acetonitrilo-agua para que los flavonoles campferol,
miricetina y quercetina, se separaran adecuadamente en la misma corrida cromatografica que los hidratos de
carbono. Se ha demostrado que HILIC es una alternativa a la RP-HPLC cuando las caracteristicas poco polares
de la fase estacionaria no permiten resolver adecuadamente compuestos como los flavonoides que pueden
retenerse apropiadamente pero co-eluyen (Zhang et al., 2008). Este problema de co-elucidn se observé
cuando se trabajaba con una columna Waters Spherisorb C18 y un gradiente de elucién empleando agua y
acetonitrilo (ambos acidificados con 0,1% de acido féormico). Al cambiar la FE, se aprecié una mejora en la
resolucidon de los flavonoles cuando se opté por emplear una columna Shodex HILIC pak con grupos
funcionales amino, utilizando fases mdviles acetonitrilo-agua. Se ensayaron varios cambios en las
proporciones de los componentes de la fase movil, y la velocidad de flujo se varid entre 0,6 y 1,2 ml / min. Un
gradiente que consiste en una mezcla de ACN (A) y agua (B) con las siguientes proporciones: 0 min 98% A, 5
min 98% A, 15 min 93% A, 40 min 70% A, a un flujo de 0,6 mL / min, mostrd una resoluciéon adecuada tanto
de flavonoles como de azucares, en un periodo de tiempo mds corto. La Figura II.5., muestra los
cromatogramas correspondientes a una solucion mezcla de patrones de referencia de flavonoles en

diferentes condiciones cromatograficas (RP-HPLC y HILIC-HPLC).

Cabe mencionar que aunque se puede lograr mayor sensibilidad para los hidratos de carbono empleando
deteccion por indice de refracciéon (RID), en el presente trabajo, dado que la intencidn fue resolver tanto los
flavonoles como los hidratos de carbono en la misma corrida cromatografica, se requeria el uso de un
gradiente de elucién de fase mavil vy, la deteccién por RID no permite este tipo de modo cromatografico, por
lo que no se pudo considerar este detector para el desarrollo metodoldgico. En su lugar, utilizamos un
detector de arreglo de diodos que permitid establecer diferentes longitudes de onda para maximizar la
absorbancia de los analitos. Ademads las concentraciones de los hidratos de carbono en las muestras de interés
se encuentran en niveles que superan satisfactoriamente el LOD de cada uno de ellos empleando deteccion
DAD (LOD fructosa 0,01 mg mL?, LOD glucosa 0,05 mg mL?, LOD sacarosa 0,08 mg mL). Los informes sobre
este tema han mencionado que las cantidades de fructosa extraidas con agua y detectadas mediante la
deteccion UV-VIS no fueron significativamente diferentes de las obtenidas mediante la extraccién con
metanol y la deteccién de RID (Karkacier et al., 2003). Esto fue verificado en nuestro laboratorio analizando

los rendimientos cuantitativos de fructosa, glucosa y sacarosa usando deteccién UV a 194 nm y deteccién RID
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(40 ° C) a partir de una muestra de manzana, y se concluyé que la técnica de deteccién UV a 194 nm parece

ser adecuada para determinar azlcares cuando se usa un programa de elucién en gradiente en modo HILIC.
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Figura I1.5. Cromatogramas correspondientes a una solucidon mix de los patrones de referencia de
flavonoles en diferentes condiciones cromatograficas (K, campferol; M, miricetina; Q, quercetina).

A- Corresponde a las condiciones finales de HILIC-HPLC, utilizando un gradiente de ACN / agua (v/v) y un flujo de
fase movil de 0,6 mL / min. B- Corresponde a HILIC-HPLC, utilizando un gradiente de ACN / agua (v/v) y un flujo
de fase mavil de 0,8 mL / min. C- Corresponde a HILIC-HPLC, utilizando un modo isocratico ACN / agua, y un flujo
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de fase movil de 0,6 mL / min. D- Corresponde a RP-HPLC, basado en Kumar et al. (2008) consistente en un
gradiente ACN / agua (v/v).

11.3.2.2. Optimizacién de las condiciones de extraccion

La extraccidn asistida por ultrasonido (UAE) ha demostrado ser una técnica exitosa que ayuda a maximizar la
disrupcion del tejido vegetal, mejorando la capacidad del solvente para penetrar las células, obteniendo asi
un mayor rendimiento de extraccién de compuestos bioactivos de diferente naturaleza quimica (Altemimi et
al., 2017). En este sentido, para determinar las condiciones dptimas de extraccidn de los diferentes grupos
fitoquimicos a partir de una misma muestra, se probd el efecto de diferentes factores utilizando un modelo
de superficie de respuesta de Box-Behnken. La eleccién de este modelo tuvo sustento en el nimero de
variables a analizar (3) y con la idea de economizar el nimero de corridas. Los factores se eligieron en base a
datos previamente reportados y dadas las propiedades quimicas de los diferentes analitos. Se dice que un
modelo se ajustara bien a los datos experimentales si presenta una regresién significativa y una falta de ajuste
no significativa. En otras palabras, la mayor parte de la observacion de la variacidon debe describirse mediante
la ecuacién de regresion, y el resto de la variacidn ciertamente se debe a los residuos. La visualizacién de la
ecuacién del modelo predicho se puede obtener a partir de la grafica de superficie de respuesta. Esta
representacion grafica es una superficie n-dimensional en el espacio (n + 1) dimensional. Por lo general, se
puede dibujar una representacién bidimensional de un grafico tridimensional. Por lo tanto, si hay tres o mas
variables, la visualizaciéon de la gréfica solo es posible si una o mas variables se establecen en un valor
constante (Bezerra et al., 2008). En este caso, dado que se realiza una optimizacidn multirrespuesta, se eligio
la funcién de deseabilidad para interpretar los resultados.

Cuando se trabaja con UAE, el tiempo de extraccidon debe considerarse cuidadosamente ya que un exceso o
defecto de tiempo de la técnica puede influir significativamente en el proceso, asi como en la calidad de los
extractos obtenidos (Tomsik et al., 2016). Por ende, se probd la influencia de esta variable en el desarrollo del
método, y el rango estudiado fue de 5 a 20 min. A su vez, la seleccion de un pH de extraccion adecuado es un
punto clave en el desarrollo del método, ya que el mismo puede influir en el rendimiento y la estabilidad de
los compuestos levemente ionizables presentes en la matriz, especialmente los compuestos fendlicos
(Rosellé-Soto et al., 2019). Para este propdsito, se estudié un rango de pH de la muestra variando de 4 - 8.
Ademads, para examinar el efecto de la adicién de un solvente orgdnico sobre el rendimiento del
procedimiento presentado, se utilizaron diferentes volimenes de MeOH (0 - 1500 pL) de acuerdo con el
disefio experimental. El rendimiento de extraccién (% R) de cada analito se investigd como respuestas para
optimizar las variables independientes (factores) (Tabla II.3.). El rendimiento de la extraccidn se calculd
comparando el area de cada analito frente a las areas obtenidas de una muestra blanco adicionada con

cantidades conocidas de los fitoquimicos, inyectada directamente en el equipo cromatografico.
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En total se optimizaron simultdneamente ocho respuestas, y para maximizar las respuestas individuales (%
R), el criterio seleccionado fue asignar mas importancia a los analitos con mayor rendimiento de extraccidn.
La Figura II.6. ilustra el analisis grafico de la funcidn de deseabilidad global. Este grafico de contorno muestra

la interaccidon entre dos factores, mientras que el factor restante se ha mantenido fijo.

Deseabilidad

0

2000 —
I 1 Deseabilidad a;r.m

Prediccion 0.745

X1=A: pH 1625
X2=B:US
Actual Factor
C: MeOH =0.22 w
= 280
o

875 —

500 1 T T
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

A: pH

Figura I1.6. Grafico de contorno de la funcion deseabilidad global de las variables tiempo de ultrasonido
vs. pH, manteniendo el volumen de metanol constante para la optimizaciéon de UAE
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Tabla I1.3. Niveles y factores evaluados en el modelo Box-Behnken para optimizacién de condiciones UAE

Corrida A: pH C: MeOH Fructosa Miricetina Quercetina Campferol Alicina E-Z-ajoeno
1 6 12,5 0,75 65,96 87,15 33,46 100,09 89,74 98,66 88,65 91,10
2 6 12,5 0,75 64,99 82,35 27,73 90,93 82,56 98,24 83,33 86,90
3 6 12,5 0,75 55,36 87,67 28,37 95,12 80,33 97,21 79,39 89,37
4 6 12,5 0,75 65,27 86,98 34,98 92,83 83,12 92,29 93,65 92,23
5 4 12,5 0 60,46 56,09 58,26 93,78 80,33 81,88 65,10 69,09
6 4 20,0 0,75 25,09 45,75 51,23 78,75 77,16 98,34 93,11 98,82
7 6 20,0 0 49,93 48,29 95,7 69,31 86,48 89,95 60,53 47,81
8 8 12,5 0 54,06 55,64 52,33 93,56 97,26 92,35 64,83 83,90
9 6 5,00 0 68,39 47,37 55,59 72,75 77,36 68,15 51,23 31,27
10 6 12,5 0,75 64,99 87,69 40,98 97,23 87,18 97,83 86,88 90,81
11 8 20,0 0,75 32,02 70,22 84,30 90,99 86,77 99,04 31,88 112,9
12 4 12,5 1,50 36,81 52,00 49,06 83,15 91,03 99,54 59,56 75,30
13 6 5,00 1,50 59,45 40,67 26,60 92,01 72,24 90,45 19,09 42,95
14 6 20,0 1,50 45,34 45,75 78,27 70,14 73,42 87,06 81,77 35,68
15 8 5,00 0,75 43,18 55,38 37,71 84,47 73,44 80,92 88,44 110,7
16 4 5,00 0,75 46,12 78,89 64,39 103,38 82,55 98,78 3,600 90,86
17 8 12,5 1,50 49,53 55,75 37,43 81,93 82,46 90,51 97,49 96,63

A: pH de la muestra

B: Tiempo de extraccion UAE

C: uL de metanol adicionado a cada muestra previo a la extraccién
La recuperacion analitica se considerd como respuestas,
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Como puede apreciarse en el grafico de la Figura 11.6., la funcidn de deseabilidad alcanza su valor maximo (d
= 0,745) al agregar 0,22 mL de MeOH con un valor de pH de 6,33, durante 16 min de ultrasonido. A partir de
la grafica, también se destaca que el drea con mayor deseabilidad es grande, lo que esta relacionado con la
robustez del modelo. Si esta drea fuera muy restringida, al menor cambio en las condiciones de extraccion
habria mucha variacion en las respuestas. Al evaluar las condiciones éptimas de extraccién, se pueden
apreciar dos fendmenos principalmente. El rendimiento de extraccion de los analitos depende del pH, y los
valores de pH superiores a 7,5 y menores a 4 dan como resultado recuperaciones de extraccién mas bajas,
especialmente para flavonoides y compuestos organoazufrados. Todos los flavonoles estudiados en este
trabajo de investigacién tienen valores de pKa superiores a 6,3 (miricetina 6,63 (Yao et al., 2014); campferol
7,49 (Matei, Tablet, lonescu, & Hillebrand, 2014); quercetina 7,65 (Lemanska et al., 2004), por lo que un pH
menor a estos valores asegura sus estados moleculares, y ayuda a facilitar sus extracciones y posterior
determinacién. Los OSCs elegidos en este estudio, por su parte, tienen un comportamiento de polaridad
diferente, por lo que su estabilidad frente a cambios de pH varia segun cada compuesto. La estabilidad de
vinilditiinas, por ejemplo, disminuye con valores de pH altos, mientras que las cantidades de DAS y DADS
aumentan en estas condiciones. La formacion y estabilidad de alicina, por otro lado, parece favorecerse con
valores de pH medios a mas bajos (Yu, Wu, & Chen, 1989). Dado que la estabilidad de ambos, flavonoles y
0OSCs, es susceptible a pH extremos, trabajar en valores de pH medios puede ser mds propicio para estos
compuestos y asi evitar su degradacién, logrando un mayor rendimiento de extraccion. Ademas, el aspecto
que se destaca del estudio de optimizacion de la extraccion es la influencia del tiempo de UAE en el porcentaje
de recuperacién de analitos. Como ya se menciond, el tiempo de extraccidon puede influir positiva y
negativamente en el proceso de extraccidon. Un tiempo de extraccion mayor del necesario puede inducir el
aumento de los costes energéticos y operativos del proceso. Sumado a esto, los compuestos inestables y
reactivos pueden verse afectados por esta alta energia de ultrasonido si se someten a tiempos de extraccién
mas largos induciendo su degradacion (Tomsik et al., 2016). Por el contrario, los tiempos de extraccion mas
bajos pueden limitar la ruptura de la estructura celular vegetal y, por lo tanto, la transferencia de masa de la
matriz vegetal podria reducirse. Finalmente, la adicion de MeOH parece ser un paso necesario durante el
proceso de extraccidn. Este solvente orgdnico fue elegido dada su polaridad, que sirve mejor para
incrementar la particion de analitos entre sus ambientes naturales y el medio extractante. Ademas,
numerosas investigaciones han empleado este solvente durante la extraccién de azlcares (Karkacier et al.,
2003; Pontes et al., 2016), flavonoides (Hakkinen, Karenlampi, Heinonen, Mykkanen, & Tdrronen, 1999;
Sentkowska, Biesaga, & Pyrzynska, 2016) y OSCs (Arnault et al., 2003; de Diego et al., 2007). Aunque se ha

afirmado que no existe una diferencia significativa en el contenido de los OSCs extraidas con agua, metanol-
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agua y 50% de agua-etanol (Yoo, Lee, Lee, Seog, & Shin, 2010), una ligera adicion de MeOH parece ayudar la

extractabilidad de estos compuestos.

II.4. CIFRAS ANALITICAS DE MERITO DE LA METODOLOGIA PROPUESTA

La necesidad de mediciones quimicas de calidad, las cuales sean comparables y fiables, son cada vez mas
requeridas, ya que datos analiticos no confiables o resultados distorsionados pueden conducir a decisiones
erroneas, conclusiones precipitadas y pérdidas financieras considerables. Siempre que se propone o
desarrolla un procedimiento analitico, es necesario determinar si el método tiene un rendimiento adecuado
para las condiciones en las que se aplicara (Valderrama y col., 2009). En particular, una vez desarrollado un
método de analisis por HPLC, al igual que toda técnica analitica, se debe confirmar y documentar que los
resultados producidos por él, son confiables (Quattrocchiy col., 1992).

La performance de un procedimiento analitico puede ser evidenciada por la determinacién de pardmetros
conocidos como figuras o cifras analiticas de mérito. Estas cifras constituyen valores numéricos basados en
una o mas caracteristicas de un sistema o dispositivo que representan una medida de su eficiencia o

efectividad (Olivieri, 2014).

La selectividad del método, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), rango lineal,
repetibilidad y porcentaje de recuperaciéon, %R fueron los parametros seleccionados para evaluar el
desempeno del método. Cuando los resultados obtenidos se adecuan a los valores preestablecidos por dichos

pardmetros se puede afirmar que la metodologia analitica es confiable.

11.4.1.IDENTIFICACION DE LOS ANALITOS Y ESPECIFICIDAD

La especificidad es la propiedad del método de producir una sefial medible debida sélo a la presencia del
analito, libre de interferencia de otros componentes en la matriz de la muestra. Estos compuestos pueden
ser excipientes de una droga, productos de degradacion o transformacién, metabolitos de los mismos analitos

en un fluido bioldgico, entre otros (Quattrocchiy col., 1992).

Para determinar si un método analitico basado en cromatografia es especifico, se tienen en cuenta los

siguientes parametros:

e Tiempo de retencién: tiempo medido entre la inyeccién y la elucion de la concentracién mdaxima del

soluto enésimo (maxima sefial). Sirve para la identificacidn del pico. En el caso de disponer de estandares,

puede realizarse una co-cromatografia adicionando una cantidad medida del estandar de referencia del
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compuesto a la muestra con matriz, y su posterior inyeccion al cromatégrafo. De esta manera, si al
comparar los cromatogramas obtenidos se observa un incremento en el drea del pico cuyo tiempo de
ocurrencia en la corrida se corresponde al del analito en la corrida cromatografica del estdndar, se

confirmaria la identidad del analito.

e Pureza de Pico: Herramienta disponible en el software LabSolutions del cromatégrafo Shimadzu LC 20A
y posible gracias a la posibilidad de obtener barridos espectrales en el rango UV/VIS por el detector de
arreglo de diodos. Se basa en el calculo de la pureza de cada pico comparando la forma de los picos y los

espectros UV/VIS registrados.

e Caracterizacién espectral: se realiza un barrido espectrofotométrico en el rango UV/VIS (DAD), el cual

pone de manifiesto la presencia de ciertos grupos funcionales de la molécula del analito.

.4.1.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estdndares, solventes, muestras, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las

condiciones cromatograficas fueran los mismos que los utilizados en la seccién anterior.

1.4.1.1.1. Metodologia de Trabajo

11.4.1.1.2. Preparacion de solucidn a partir de estdndares de referencia

Para la preparacion de las soluciones de trabajo se partid de estandares adquiridos comercialmente o
sintetizados en el laboratorio. A partir de estos se prepararon soluciones madres y con ellas se realizaron
diluciones con una mezcla de cada uno de los estdndares, separados los OSCs por un lado, flavonoles por otro,
y lainulina aparte. En el caso de los estandares de ajoenos, 2-VD y DAS, cada uno con una concentracién de
50 mg L%, Para ello se tomé un volumen conocido de las soluciones madre y se colocd en un matraz de 10 ml
el cual se enrasé con MeOH. Por su parte, para la alicina se hizo una dilucién hasta llegar a 50 mg L. Una vez
realizadas estas soluciones, para determinar la especificidad del método cromatografico, las soluciones se
inyectaron por triplicado directamente en el cromatdgrafo, siguiendo los pasos detallados en la seccidn

11.3.1.4.
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11.4.1.1.3.  Preparacion de la muestra blanco para el estudio de la especificidad

Las muestras se prepararon como se describioé en la seccién 11.3.1.3.1. en un tubo de 15 mL con fondo cénico,
se tomd una alicuota de 0,15 g de ajo con aliinasa inactivada y se agregaron cinco (5) mililitros de agua
destilada. Luego se procedié a realizar la metodologia propuesta con los pasos esquematizados en la Figura
11.2. Con ese extracto luego se realizé co-cromatografia, adicionando cantidades conocidas de cada analito,
para analizar la especificidad. De las corridas cromatograficas realizadas (por triplicado) se obtuvieron los

valores de tiempo de retencion, drea y pureza de pico de cada analito.

11.4.1.2. Resultados y Discusion

Los tiempos de retencidén y pureza de pico correspondientes a cada uno de los analitos presentes en las
muestras inyectadas al HPLC se presentan a continuacién (Tabla 1l.4.). Como E- y Z-ajoeno co-eluyen se
consideran como un solo pico. Valores negativos de indice de Pureza de Pico indican la presencia de impurezas

en los picos, en estos casos no se encontraron impurezas para los tiempos de retencidn establecidos.

Tabla I.4. Tiempos de retencion (promedio) y pureza de pico de los compuestos bajo estudio

Compuestos organoazufrados Tiempo de retencion (minutos) indice de
RP-HPLC-DAD Pureza de pico
Alicina 4,45 0,96
Ajoeno 6,07 0,75
2-vinil-4H-1,3-ditiina 8,55 0,90
Dialil sulfuro 10,8 0,96
Flavonoles y Azucares Tiempo de retencion (minutos) indice de
HILIC-HPLC-DAD Pureza de pico
Campferol 5,15 0,54
Miricetina 5,75 0,13
Quercetina 6,41 0,96
Fructosa 7,10 0,30
Glucosa 9,02 0,56

Del analisis espectral en el rango UV/VIS, el cual se pudo realizar mediante el detector DAD, se coleccionaron
los espectros de los analitos para confirmar la identidad de cada uno de ellos comparando los mismos con
bibliotecas de espectros o antecedentes reportados. Los mismos se encuentran en el capitulo Anexos, seccion
B. En el caso de la fructosa y glucosa (producto de la hidrdlisis de inulina), los espectros UV obtenidos con
nuestro equipamiento no lograron ser facil de analizar, pero se confirmé la identidad de estos analitos

mediante co-cromatografia y comparando los tiempos de retencion por deteccion con RID.
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A partir del andlisis de los datos obtenidos se puede concluir que no se observaron interferencias significativas
en los cromatogramas resultantes de la metodologia analitica y mediante el andlisis por espectrofotometria
UV/VIS pudo comprobarse que los espectros obtenidos de cada analito en los cromatogramas corresponden

a las estructuras quimicas de los estandares bajo estudio.

11.4.2.CONSTRUCCION DE CURVAS DE CALIBRACION Y DETERMINACION DEL RANGO LINEAL

La linealidad corresponde a la capacidad de un procedimiento analitico para proporcionar un resultado
directamente proporcional a la concentracién de la sustancia de interés dentro de un intervalo especifico de
concentraciones en las que se aplica el método en la muestra (Valderrama y col., 2009). Para medir esta
capacidad es necesario entonces determinar el rango lineal, es decir, el intervalo comprendido entre Ia
concentraciéon minima y maxima de analito para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se puede
efectuar el dosaje por interpolacidn en una curva de calibracién considerando la matriz. Una de las formas de
hacerlo consiste en la preparacidn una serie de soluciones de la muestra, que contengan concentraciones
conocidas y crecientes de los analitos, se inyectan al menos por triplicado y se determina la curva de regresion
Y= A.X + B sobre los puntos individuales sin promediar por el método de los minimos cuadrados, y finalmente

se grafica (Quattrocchi, 2019).

1.4.2.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estandares, solventes, muestras, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las

condiciones cromatograficas fueran los mismos que se enlistaron en la seccién 11.3.1.

1.4.2.1.1. Metodologia de Trabajo

En todos los ensayos, se utilizé una muestra blanco de ajo con aliinasa inactvada, agregando cantidades
conocidas de alicina, E-Z-ajoeno, 2-VD, DAS, campferol, miricetina, quercetina e inulina. La cuantificacion de
los analitos se realizé por el método de adicion de estandar. No es posible eliminar flavonoles y azlcares de
la muestra blanco por lo que se realizd una cuantificacidn inicial de esta muestra y se consideraron las
cantidades iniciales de estos analitos en todos los calculos. E- y Z-ajoeno co-eluyen cuando se usa fase reversa,
por lo que se consideraron juntos a lo largo del andlisis (lberl et al., 1990). Para todos los compuestos se

construyeron curvas de calibracién con cinco niveles de concentracidn por triplicado. Los puntos analizados
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para alicina fueron 25, 50, 100, 250 y 500 partes por millén (ppm - pg mL?); para E-Z-ajoeno, 2-VD y DAS 10,
25, 50, 75 y 100 ppm; para miricetina, quercetina y campferol 2,5; 5; 15; 30 y 50 ppm. Luego de adicionadas
las muestras con los niveles establecidos de los compuestos bioactivos, se procedié a realizar la metodologia
de extraccion, fraccionamiento y separacién como se indicé en la seccion 11.3.1.3.1.

Por otro lado, es importante resaltar que en el presente estudio nos enfocamos en la cuantificacién final de
inulina. Pero, dado que la inulina es un polisacarido complejo su cuantificacién implica un proceso de
enzimdlisis que finalmente produce fructosa y glucosa, como ya se menciond (Quemener y Thibault, 1994).
Lo anterior implica un andlisis separado de los resultados en cuanto a determinacién del rango lineal de
fructosa y glucosa ya que los mismos representan los analitos cromatograficos reales medidos una vez que la

inulina es hidrolizada por la enzima fructanasa.

11.4.2.2. Resultados y Discusion

Una vez obtenidos los datos, se construyd la curva de regresidn y= a.x + b sobre los puntos individuales. En
ordenadas se indica el area del pico (variable dependiente), y en abscisas la concentracion de cada estandar

en ppm (variable independiente).

A continuacion, se evaluaron los estimadores de regresién para un nivel de confianza de 95%, o. = 0,05:

. n o, n

> Coeficiente de regresidn lineal (r): determina el grado de asociacidn entre las variables “x” e “y”. (r)*=
R2,

> Coeficiente de determinacidn (R?): juzga el grado de adecuacion del modelo de regresion.

» Pendiente (a): se determina como parametro indicativo de la sensibilidad del método

» Ordenada al origen (b): se determina para evaluar la proporcionalidad de la funciéon analitica, es decir,
que la recta pase por el origen y que cualquier desviacidon pueda adjudicarse Unicamente a un error

aleatorio.

En la Tabla II.5. donde se muestran los resultados obtenidos de las curvas de calibracidon de cada analito.
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Tabla II.5. Estimadores de regresion para cada analito

Analito ‘ Ecuacién de la recta R?
Alicina 7.140,44 x + 46.8641,88 0,9930
E-y Z-Ajoeno 36.635,54 x -21.279,68 0,9910
2-VD 15.659,59 x — 105.393,88 0,9910
DAS 1.523,24 x + 23.046,85 0,9940
Campferol 4.324,59 x +10.3842,72 0,9924
Miricetina 8.189,62 x + 78.313,36 0,9988
Quercetina 68.886,43 x + 79.087,54 0,9921

El andlisis de los estimadores permite probar la linealidad del método en el rango de concentraciones
estudiados. Se puede interpretar a partir de los resultados obtenidos que existe una fuerte asociacién entre
las variables area y concentracién (ppm) para cada uno de los estandares. Teniendo en cuenta los limites de
concentracion empleados para cada estandar, existe la posibilidad de cuantificar e interpolar al trabajar con

concentraciones inferiores a los mismos aplicando sus respectivas ecuaciones de la recta.

Por otra parte, para estudiar la curva de calibracidn de la inulina, se debe considerar que la fructosa es el
analito final a determinar en el andlisis cromatografico. Sorprendentemente, la proporcion de fructosa /
glucosa dentro de la inulina fluctua en la practica, segun el origen del producto crudo del que se obtiene la
inulina (Vendrell-Pascuas et al.,, 2000). Asi, evaluamos la cantidad de fructosa obtenida de la inulina
hidrolizando la muestra con fructanasa (siempre teniendo en cuenta la cantidad inicial de fructosa libre). Este
procedimiento nos permite obtener el factor de conversién de fructosa en inulina. Se puede observar en la
Tabla II.6., que la cantidad de fructosa obtenida vs. el rango de inulina agregada (10-35 mg mL) mostré una

buena linealidad (r = 0,9609).

Tabla I1.6. Linealidad de inulina vs. fructosa

Cantidad de Cantidad de
inulina fructosa obtenida
adicionada luego de la hidrolisis
(mg.mL?) (mg.mL?)
Muestra blanco 0 143,17
10 153,18
15 164,68
20 167,13
25 173,42
30 179,55

0®=1.2296, b =143, r =0.9609

ay=ax+b
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11.4.3.DETERMINACION DEL LiIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Los pardmetros a definir al evaluar sensibilidad de un método son:

e Limite de deteccidn (LOD): es la menor concentracidn de analito que puede ser detectado, pero no

necesariamente cuantificado, en las condiciones experimentales establecidas. Se expresa en unidades de

concentracién (%, ppm, ppb, etc).

e Limite de cuantificacién (LOQ): es la menor concentracién de analito que puede ser determinada

cuantitativamente con una adecuada precision y exactitud bajo las condiciones experimentales

establecidas. Se expresa en unidades de concentracién (Quattrocchi, 2019)

11.4.3.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estandares, solventes, muestras, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las

condiciones cromatograficas fueran los mismos que se enlistaron en la seccién 11.3.1.

11.4.3.1.1. Metodologia de Trabajo

Para determinar los limites de deteccidn y cuantificacidn se prepararon muestras blanco de ajo en tubos de
15 mL con fondo cdnico, adicionando 5 mL de agua destilada a 0,15 g de ajo con aliinasa inactivada, y luego
la misma se enriquecid con los estandares de OSCs, flavonoles e inulina alcanzando la alicina una
concentracidn de 25 mg L, 10 mg L' el resto de los OSCs, 2,5 mg L™ los flavonoles, y 5 mg mL? para la inulina.
A continuacién se procedid a realizar la metodologia analitica propuesta basada en UAE, con posterior
fraccionamiento (detalles seccién 11.3.1.3.1). La fase extraida se secé con nitrégeno gaseoso y se disolvié en

500 pL de fase mavil, se filtré y finalmente se inyectd por triplicado en el cromatdgrafo.

Si bien existen diferentes metodologias para calcular los limites de deteccidén y cuantificacidn, en nuestro caso

se utilizé la siguiente:

e LOD=3S
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A partir de las corridas cromatograficas se obtuvieron en primer caso las dreas de cada analito y luego las
desviaciones estandar (S). Seguidamente se calculan LOD y LOQ y luego estos valores se reemplazaron en la
ecuacion de la recta de las curvas de calibraciéon de los OSCs, flavonoles y fructosa, para encontrar las
concentraciones en ppm. En el caso de la inulina, el LOD y LOQ se definieron en funcién de los LOD y LOQ de

fructosa producto de la hidrdlisis.

11.4.3.2. Resultados y Discusion

En la Tabla Il.7. se muestran los valores obtenidos para determinar la sensibilidad del método.

Se puede observar que en todos los casos los limites de cuantificacidn se encuentran dentro de parametros
aceptables.

Tabla I1.7. Limites de deteccidn y limites de cuantificacidn de los compuestos de interés utilizando la
metodologia propuesta

Analito Area egf:::a‘:‘:g) LOD(3S) LOQ(10S) LOD (ppm) LOQ (ppm)
. 495801
g 485528 7728,32 23184,97 | 77283,22 1,21 4,02
< 480663
o 399686
g 410055 5184,50 15553,50 | 51845,00 1,01 2,00
< 404873
g 102276
= £ 106056 1890,00 5670,00 | 18900,00 7,09 7,94
23 104164
46581
2 45548 1264,16 3792,49 | 1264162 2,15 7,17
44066
5 109078
“qé 111376 2813,38 8440,14 | 28133,79 0,15 0,5
3 114675
S8 | 13107 17156,94 | 51470,82 | 171569,39 2,05 6,85
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59872 6481,97 1944592 | 64819,73 1,10 3,67
66629

Quercetina

1488767
1508581 19754,03 59262,09 197540,3 0,06 0,21
1469073
565176
519216 30270,04 90810,11 | 302700,35 0,21 2,30
576322

Fructosa

Glucosa

Estos valores relacionados con la sensibilidad son similares a los encontrados en otras metodologias

reportadas para OSCs (Locatelli et al., 2014), flavonoles (Kumar et al., 2008) y fructanos (Petkova et al., 2017).

11.4.4.DETERMINACION DE LA REPETIBILIDAD

La repetibilidad expresa el grado de concordancia entre los resultados de una serie de mediciones para una

misma muestra homogénea bajo las mismas condiciones operativas (Quattrocchi, 2019). Se expresa

“« || “.on

matematicamente como la desviacién estandar, , estimada analiticamente por “s” o0 mas comiunmente

como la desviacidn estandar relativa o coeficiente de variacion (CV%).

11.4.4.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estandares, solventes, muestras, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las

condiciones cromatograficas fueran los mismos que se enlistaron en la seccién 11.3.1.

1.4.4.1.1. Metodologia de Trabajo
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Para evaluar la repetibilidad del método analitico, la dispersidén de seis repeticiones se determind y se calculd
RSD (desviacion tipica relativa). Cada muestra se prepard de acuerdo a la seccion 11.3.1.3.1., adicionando 5 mL
de agua destilada a 0,15 g de cada muestra de ajo blanco, y luego la misma se enriquecié con los estandares
de OSCs y flavonoles alcanzando cada uno una concentracidn de 75 mg L%, y 20 mg L? para la inulina. Luego

las muestras se extrajeron, fraccionaron y determinaron por HPLC.

La desviacion estandar se calculd en base a la siguiente formula:

g (xi _X_)z

n—1

Donde:

n= numero de medidas
xi= valor medido en el ensayo i
X=valor promedio

Luego la desviacidon estandar relativa (CV% o RSD) se calculé como sigue:

S
CV% = §X 100

Donde:

S= desviacion estandar

X=valor promedio

11.4.4.2. Resultados y Discusion
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Los resultados de los ensayos para determinar la precisién de seis repeticiones se presentan en la tabla siguiente (Tabla 11.8.).

Tabla 11.8. Medias, Desviaciones estandar y Desviaciones estandar relativas de las areas de los compuestos bajo estudio (n=6)

Muestra Alicina Ajoeno 2-VD Campferol Miricetina Quercetina Fructosa Glucosa

S 403213,3| 61001,54| 26570,05 3970,63 8185,44 5383,1 3073,15( 58703,64| 20466,98
Media 1475219,17| 1562884,3| 595686,67 84756| 178847,5| 2235125 74231,5( 2752878,5| 552385,67
CV% 3,66 3,90 4,46 4,68 4,58 2,41 4,14 2,13 3,71

En la Tabla 11.9. puede observarse la relacidn del coeficiente de variacidon porcentual para una técnica analitica en funcién de los limites de aceptacion

y numero de repeticiones.

Tabla 11.9. Criterios de aceptacion.

Limites de Simple Duplicado

aceptacion CV% método \ CV% Sistema CV% método CV% sistema

98,5-101,5 0,6 0,4 0,8 0,6
97-103 1,2 0,8 1,6 1,2
95-105 1,9 1,4 2,7 1,9
93-107 2,7 2,7 3,8 2,7
90-110 3,9 2,8 5,5 3,9

Fuente: Quatrocchi et al., 1992

Para nuestro caso se toma como referencia CV% del método porque se incluye todos los pasos desde preparacion de la muestra. De manera que para
un limite de aceptacién de 90-110% el método es preciso para todos los analitos ya que los valores encontrados de CV% se encuentran dentro del

rango de aceptacion (menor o igual a 5,5%).
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11.4.5.DETERMINACION DE RECUPERACIONES CUANTITATIVAS

Esta relacionado con la exactitud de la metodologia, que expresa el grado de concordancia entre el valor
medido de un analito y un valor considerado verdadero o de referencia. Las formas mas utilizadas para evaluar
la exactitud de un método son: materiales de referencia, métodos de comparacidén, experimentos de
recuperacion y adicién estandar. De todas ellas la mas usada, es sin dudas la recuperacion. Estadisticamente
se efectla un test “t” de Student para ver si el valor hallado y el verdadero no difieren significativamente.
Esta diferencia debe ser tan pequeiia como sea posible, es decir la recuperacién del analito debe tender a
alcanzar al 100%. Se calcula el estadigrafo tex, ¥ se compara con el t de tablas para n-1 grados de libertad y

para un nivel de significancia a=0,05 (Quattrocchi et al., 1992).

1.4.5.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estdndares, solventes, muestras, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las

condiciones cromatograficas fueran los mismos que se enlistaron en la seccién 11.3.1.

11.4.5.1.1. Metodologia de Trabajo

Para evaluar la recuperacién de la técnica de extraccidn, se prepararon muestras de acuerdo a la seccién
11.3.1.3.1. Las mismas se enriquecieron con los estandares de los compuestos a tres niveles, alcanzdndola
alicina concentraciones de 50, 100 y 250 mg L%, el resto de los OSCs una concentracién de 25,50y 75 mg L},
los flavonoles 5, 15y 30 mg L%; y la inulina 10, 15 y 30 mg mL™. A continuacién se procedié a realizar la
metodologia analitica propuesta basada en UAE, con posterior fraccionamiento (detalles seccion 11.3.1.3.1).
La fase extraida se secé con nitrégeno gaseoso y se disolvié en 500 uL de fase movil, se filtré y finalmente se
inyectd por triplicado en el cromatégrafo.

Para los OSCs, los calculos se realizaron de acuerdo con Rezaee et al., 2006 y Ramirez et al., 2017, el factor de
enriquecimiento (EF) se definié como la relacion entre la concentracién del analito en la fase sedimentada

(Csed) y la concentracién inicial de analito (Co) dentro de la muestra:

Csed

EF =
Co

La Csed Se obtuvo al graficar una curva de calibracién de la inyeccién directa de soluciones con concentraciones
conocidas conteniendo una mezcla de los estandares de OSCs. Las concentraciones para armar la curva

variaron en rango de 10 a 200 (500 para alicina) mg L.
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La recuperacion de la extraccién (ER o %R) se definié como el porcentaje de la cantidad total de analito (no)

que se extrajo a la fase sedimentada (Nsedq).

n C v
ER = =22 %100 = =324 5 2522 4100

Ny 0 Vaq

Para cuantificar flavonoles e inulina las dreas obtenidas de las muestras se compararon frente a curvas de
calibracién resultantes de la inyeccidn directa de soluciones con concentraciones conocidas conteniendo una
mezcla de los estandares de de referencia. No es posible eliminar flavonoles y azlcares de la muestra blanco
por lo que se realizé una cuantificacion inicial de esta muestra y se consideraron las cantidades iniciales de

analitos en todos los calculos.

Finalmente ara determinar si el método es exacto, se calcula el estadigrafo tex, Y Se compara con el t de tablas

para n-1 grados de libertad y para un nivel de confianza elegido, p=0,05.

_ (1100 —Rp Vn
teap = CV%

Donde:

t exp= valor de t experimental
R = media de recuperaciones
n= total de repeticiones

CV%: coeficiente de variacidén porcentual o desviacion estandar relativa

11.4.5.2. Resultados y Discusion

Las Tablas 11.10. - II.11. muestran los resultados obtenidos de los ensayos realizados para determinar la
excatitud del método.
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Tabla 11.10. Recuperaciones, Factores de enriquecimiento, CV% y tex, para OSCs

Alicina
Coniﬁincti:mon enrizalfézi';r(\jiznto %R Coniiincti:lc'on enr;aucégirmdi(:nto %R enrinaucégirmdiZnto %R enril;auc(:SirmdiZnto %R

50 5,5 91,5 25 5,4 90,1 6,2 103,0 2,8 84,0
50 5,6 93,4 25 5,5 91,8 5,9 99,2 2,6 79,2
50 5,6 92,4 25 5,5 90,9 6,1 101,1 2,5 74,2
100 5,9 97,8 50 5,6 93,4 5,7 94,9 2,8 83,7
100 5,9 98,8 50 5,6 93,8 6,3 104,5 3,1 91,6
100 5,9 98,3 50 5,6 93,6 5,9 99,7 2,9 89,1
250 4,9 82,7 75 6,9 114,7 5,9 99,8 3,6 108,7
250 4,5 75,2 75 6,7 111,6 6,1 102,0 3,4 101,9
250 4,7 78,9 75 6,8 113,2 6,1 100,9 3,3 99,9
r;\:js;ar;c?(::zfes 89,9 r:gj s;;c?;?\is 99,2 100,6 90,3

S 8,82 S 10,56 2,69 11,36

CV% 9,81 CV% 10,64 2,67 12,56

o 1,78 Texp 0,22 0,65 2,30
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Tabla 1l.11. Recuperaciones, Factores de enriquecimiento, CV% y tex, para flavonoles e inulina
CAMFEROL MIRICETINA QUERCETINA INULINA
Concentracion Concentracion Concentracion
Concfept‘raaon |n|C|aI—. ’ %R |n|C|aI—. , %R |n|C|aI—' ’ %R Cont?e.nt.rauon %R
inicial Concentracion concentracion concentracion inicial
blanco blanco blanco
5,08 101,55 4,69 93,7 4,58 91,59 10 101,31
4 80,05 4,95 99,03 4,03 80,53 10 100,45
4,54 90,8 4,82 96,37 4,3 86,06 10 100,88
15 12,08 80,5 15,83 105,55 12,05 80,31 15 85,74
15 12,45 82,99 16,95 112,99 13,79 91,96 15 93,07
15 12,26 81,75 16,39 109,27 12,92 86,13 15 89,41
30 34,85 116,17 24,28 80,93 28,03 93,43 30 100,15
30 35,07 116,9 26,05 86,384 29,27 97,56 30 107,57
30 34,63 115,44 25,17 83,89 28,65 95,49 30 103,86
Media d(? las 96,24 Media de_! las 96,51 Media d(? las 8923 Media d(? las 98,05
recuperaciones recuperaciones recuperaciones recuperaciones
S 16,3775238 (S 11,32 S 6,27 S 7,10872698
CV% 5,8763561 | CV% 8,52 CV% 14,24 CV% 7,2501013
e 1,92 s 1,22 e 2,26 e 0,806
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Estos porcentajes de recuperacidn concuerdan con los valores reportados previamente para alicina, E-Z-
ajoeno, 2-VD y DAS (Locatelli et al., 2014; Weinberg et al., 1993; Yoo et al., 2012) al comparar los resultados
de las OSC. Los rendimientos de extraccion de flavonoles e inulina encontrados en el presente estudio
también concuerdan con otros valores reportados con respecto a las matrices vegetales (Kaliyaperumal,
Kumarakurubaran, & Devi K. M., 2013; Petkova et al., 2017; Vendrell-Pascuas et al., 2000).

El valor de t critico obtenido de tabla fue de 2,306 para v=8; 0=0,05. Los valores de t experimental se
encontraron en todos los casos por debajo del valor de t critico por lo que se puede concluir que no existe

diferencia significativa entre la recuperacién media y el 100% de recuperacion.

I1.5. ANALISIS CUANTITATIVO DE DIFERENTES PRODUCTOS DE AJO EN RELACION A SU
CONTENIDO DE FITOQUIMICOS. ESTUDIO COMPARATIVO DE SU POTENCIAL
NUTRACEUTICO GLOBAL

Los productos naturales, ya sean de interés gastrondmico o farmacéutico, pueden considerarse una fuente
invaluable de metabolitos secundarios biolédgicamente activos. Se ha demostrado claramente que el screening
de productos naturales, en busca de compuestos bioactivos, puede ser un enfoque exitoso para el
descubrimiento de nuevos farmacos potenciales. Sin embargo, el proceso de busqueda de compuestos
bioldgicamente activos es laborioso, lento y costoso. Ademads, las diferencias de concentracién entre
diferentes metabolitos secundarios plantean problemas adicionales (Ciesla & Moaddel, 2016).

En general, es esperable que los productos basados en fitoquimicos sean sustancialmente mas seguros, con
efectos secundarios menores que los medicamentos farmacéuticos sintéticos; sin embargo, todavia hay una
falta de normativas estandarizadas sobre sus recomendaciones de produccion, fabricacidon y consumo. Lo
anterior se relaciona con el hecho de que el contenido cuali-cuantitativo de fitoquimicos en las fuentes
naturales de los fitoquimicos (frutas y verduras) varia segin la temporada, clima, regiones, entre otros
factores (Bernal et al., 2011). En este sentido, el desarrollo de métodos analiticos avanzados es obligatorio
para caracterizar adecuadamente cada producto natural o procesado rico en compuestos bioactivos. Las
metodologias analiticas también ayudan a comprender mejor los efectos beneficiosos para la salud de los
compuestos bioactivos. Con el fin de desarrollar adecuadamente suplementos dietéticos o hacer
recomendaciones de consumo, se emplean ensayos in vitro, in vivo y clinicos para evaluar la exposicidon
fisiolégica una vez ingeridos los fitoquimicos. Para ello, se suelen emplear diferentes herramientas analiticas
para estimar los niveles de compuestos activos o sus metabolitos.

Consecuentemente con lo expuesto, se empled la metodologia multi-fitoquimica propuesta para determinar

el contenido de compuestos bioactivos polares y apolares en diferentes preparaciones de ajo, para verificar
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la idoneidad del método. Finalmente, considerando estos resultados cuantitativos, evaluamos como las

diferentes preparaciones a base de ajo se relacionan con diferentes propiedades funcionales. Esto con el fin

de estudiar la aplicabilidad del método en cuanto al acercamiento del valor funcional real de estos productos

teniendo en cuenta los posibles efectos sinérgicos entre las distintas familias de fitoquimicos. Determinar el

valor potencial total de los productos de ajo puede conducir a health-claims mds acertadas de cada

preparacidn, asi como a recomendaciones dietarias adecuadas.

11.5.1.ANALISIS CUANTITATIVO DE PRODUCTOS A BASE DE AJO

1.5.1.1. Materiales y Métodos

Los reactivos, estandares, solventes, equipos utilizados y material de laboratorio, al igual que las condiciones

cromatograficas fueran los mismos que los utilizados en la seccién 11.3.1.

[1.5.1.1.1. Muestras

11.5.1.1.2. Muestras de Ajo

Material Vegetal: Para todos los ensayos se utilizd el clon de ajo rojo “Rubi” de la coleccion de

germoplasma del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) La Consulta, Mendoza. El ajo
se cultivd en el campo experimental del INTA ubicado en La Consulta, Mendoza, Argentina (33° 44
S,69° 07 W)en2014.

Muestras cocidas: Dado que el ajo cocido representa la forma mds consumida de esta hortaliza, se

prepard ajo frito feteado (AFF) Locatelli et al., 2015. Brevemente, se preparo el ajo cocido cortando
los dientes en trozos de aprox. 2 mm de espesor y friéndolos en 50 mL de aceite de girasol (180 ° C)
durante 2 minutos. Posteriormente, las muestras de ajo cocido se liofilizaron a -58 ° C durante 72 h
(Freeze Dry Systems LabConco Model Freezone 2.5, Kansas, MO, EE. UU.). El material liofilizado
resultante se trituré usando un mortero y se almacené a -80 ° C.

Muestras de ajo en polvo: para simular una formulacién nutracéutica o comercial, dientes de ajo

crudos se liofilizaron a -58 ° C durante 72 h (Freeze Dry Systems LabConco Model Freezone 2.5,
Kansas, MO, EE. UU.). El material liofilizado resultante se trituré utilizando un mortero y se almacené
a-80°C.

Muestras de ajo negro: El ajo negro se comprd a QBlack (Agroprimar, Argentina).
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- Muestra de ajo liguido: Esta muestra corresponde a un saborizante liquido de jugo de ajo,

comercializado por un mercado local en Mendoza, Argentina (Recetas de Entonces ®)

[1.5.1.2. Preparacién de muestras y fraccionamiento de analitos

11.5.1.2.1.  Preparacion de muestras de diferentes productos a base de ajo

De cada tratamiento se reservaron y homogeneizaron 5 g de sub-muestra. Luego, en un tubo de 15 mL con
fondo cénico, se tomd una alicuota de 0,15 g de ajo en polvo liofilizado, o 0,5 g de ajo cocido, ajo negro y
saborizante liquido de ajo, y se agregaron cuatro (4) mililitros de agua destilada. Continuamente, se les afiadid
un nivel de 25 mg L de alicina, E-Z ajoeno, 2-VD y DAS, 20 mg L™ de campferol, quercetina y miricetina, y 10
mg mL? de inulina. El procedimiento seguido desde este punto es el mismo que se explicé en el apartado
11.3.1.3.1. y esquematizado en la Figura Il.1. Finalmente, tanto los flavonoides como los azlcares presentes
en las muestras fueron analizados por modo cromatografico HILIC, mientras que los OSC de DLLME fueron

analizados por RP-HPLC.

11.5.1.3. Resultados y Discusion

Una vez evaluado el rendimiento analitico del método desarrollado, se analizaron cuatro formas de
preparacion de ajo. Estas muestras representan las formas de productos a base de ajo mas consumidas en
nuestra region, y constituyen tanto preparaciones de ajo utilizadas como ingredientes culinarios, como

productos comercializados como suplementos nutracéuticos. Los resultados se muestran en la Tabla 11.12.

Con respecto al ajo crudo liofilizado, los resultados cuali-cuantitativos aqui encontrados son consistentes con
reportes anteriores. En esta muestra se destacd la alicina del resto de los compuestos (2079,664 ug g™
muestra), también se encontraron cantidades menores de E-Z-ajoeno y DAS (77,170 y 0,301 pg g* muestra,
respectivamente). Este alto nivel de alicina concuerda con otros valores reportados para ajo fresco (Locatelli
et al., 2014; Wanyika et al., 2010), o formas de preparacion de ajo crudo, principalmente ajo en polvo (de
Diego et al., 2007; Lawson & Gardner, 2005; Rybak, Calvey, & Harnly, 2004; Wang et al., 2009). Es importante
resaltar que en este caso, la muestra liofilizada de ajo crudo se hidratd y se dejé reposar por 15 min para
asegurar la formacidon de alicina. Si no se hiciera este paso, la aliina seria el principal compuesto
organosulfurado presente en esta muestra, pero como ya afirmaron otros autores, la alicina es el compuesto

bioactivo mas potente presente en el ajo crudo (Miron et al., 2002), por lo tanto este paso de hidratacién

previo al consumo, es necesario para aprovechar al maximo la bioactividad de esta forma de preparacion de
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ajo. En este sentido, varios meta-analisis basados en Ensayos Controlados Aleatorizados (RCT por sus siglas
en inglés) han establecido que la ingesta de preparados de ajo en polvo con altos niveles de alicina han
contribuido a una mejora del perfil lipidico plasmatico, niveles mas bajos de triglicéridos y colesterol total en
sangre (Corzo-Martinez et al., 2007; Silagy & Neil, 1994; Zeng et al., 2012), ademas de evidenciar propiedades

anti-hipertensivas (Rohner, Ried, Sobenin, Bucher, & Nordmann, 2015; Xiong et al., 2015).

El segundo compuesto mas importante en esta muestra fue la inulina, presente en altos niveles (4,66 % p/p).
Cardelle-Cobas, Costo, Corzo, & Villamiel, 2009 y Guevara-Figueroa et al.,, 2015 también encontraron
cantidades de fructanos similares a las cuantificadas en nuestro estudio. Estos hallazgos concuerdan con otros
reportes que consideraban al ajo como una fuente importante de FOS e inulina (Espinosa-Martos, 2006;
Taylor et al., 1995). La inulina se ha estudiado como un agente prebidtico, y también se ha asociado con
efectos de prevencidn cardiacos, principalmente debido a sus propiedades anti-hiperlipidémicas (Causey,
Feirtag, Gallaher, Tungland, & Slavin, 2000; Liu, Prabhakar, Ju, Long, & Zhou, 2016). Por lo tanto, de acuerdo
con nuestros resultados, dado que la inulina esta presente en cantidades considerables en las muestras
liofilizadas de ajo crudo (que representan el ajo en polvo), un consumo a largo plazo de estas muestras

contribuiria al variado conjunto de bioactividades asociadas con este compuesto.

A su vez, los niveles de flavonoles en la muestra liofilizada de ajo crudo fueron notablemente altos, en el
rango de 951-5.425 pg g muestra. Otros autores han reportado altos valores de miricetina, campferol o
guercetina en preparaciones de ajo fresco, sin embargo estos niveles varian segun el cultivar, la region y la
temporada, entre otros factores. La mayoria de los informes coinciden en que los niveles de miricetina en el
ajo crudo son mas altos que el campferol y la quercetina (Azzini et al., 2014; Miean & Mohamed, 2001), esto
es consistente con nuestros hallazgos, pero nuestro método se destaca del resto en que permitié determinar
algunos flavonoles que en otros trabajos no pudieron ser detectados con las metodologias analiticas
empleadas (de Queiroz et al., 2014; Sultana & Anwar, 2008). No hay disponible informacion sobre las
bioactividades asociadas al consumo de flavonoles presentes en el ajo en polvo, sin embargo existen estudios
sobre los efectos plasmaticos antioxidantes atribuidos a los compuestos fendlicos de los extractos de ajo
(Banerjee & Maulik, 2002; Bozin et al., 2008; Durak et al., 2004). Con base en lo anterior, y considerando los
altos niveles de flavonoles encontrados en nuestro estudio para muestras de ajo crudo, consideramos que
seria interesante enfocar mas estudios en este grupo fitoquimico en relacién al consumo de muestras de ajo

en polvo.
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Tabla 11.12. Concentraciones de OSCS, flavonoles e inulina que se encuentran en diferentes formas de preparacion de ajo

Grupo de Muestra : : . : o
e il Analito Ajo en polvo Ajo cocido en polvo Ajo negro Ajo liquido
Alicina 2079,900 *= 12,731 nd 2,946 * 0,316 nd
S Ajoeno 77,170 + 0,347 28,672 + 0,402 0,136 + 0,001 1,191 + 0,073
2-VD nd 26,357 + 0,440 0,137 + 0,001 0,127 = 0,007
DAS 0,301 + 0,020 0,768 + 0,025 nd nd
Camferol 1169,400 + 8,983 228,199 * 2,386 1831,619 = 14,069 148,415 + 12,149
Flavonoles® Miricetina 5425,940 + 25,924 291,768 + 18,293 nd nd
Quercetina 951,596 + 16,284 108,747 + 14,088 152,222 + 19,710 69,780 + 3,779
Inulina 4,663 + 0,281 4,095 + 0,275 1,864 + 0,005 0,740 * 0,011
Azlcares Fructosa 0,034 + 0,002 nd 0,086 *+ 0,001 0,003 * 0,000
Glucosa 0,314 + 0,027 0,154 + 0,003 0,152 + 0,001 0,033 * 0,005

2Valores promedios (n=3) expresados como pg g de muestra *+ SD. ND: no detectado, considerando LOD de la Tabla 2.
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Al analizar la muestra liofilizada de ajo cocido notamos en primer lugar que el tratamiento de coccidn origind
productos de degradacién de la alicina, dando como resultado E-Z-ajoeno, 2-vinilditiinas y DAS, en
concentraciones de 28,7; 26,4 y 0,8 ug g muestra, respectivamente. En Locatelli et al., 2015 encontraron
concentraciones similares de OSCs. Como lo indicado en ese estudio, nuestros resultados refuerzan la idea de
que, aunque la alicina sufre una transformacidn quimica extensa, el perfil de compuestos organoazufrados
que resultan del proceso de coccidn es particularmente variado, y las cantidades de cada compuesto son
considerables desde un punto de vista bioldgico. Al respecto, informes anteriores han demostrado que la
ingesta de preparados de ajo, ricos en productos de degradacion de alicina (ajoenos, vinilditiinas y sulfuros
de alilo), conduce a numerosas propiedades bioldgicas como efectos protectores cardiovasculares, efectos
anticancerigenos y antioxidantes (Banerjee & Maulik, 2002; Jastrzebski et al., 2007; Locatelli, Nazareno,
Fusari, & Camargo, 2017). De acuerdo con esta idea, hemos verificado que las muestras de ajo cocido son

fuentes importantes de una variedad de OSCs con propiedades promotoras de la salud.

Los flavonoides asociados con las muestras de ajo cocido no se han estudiado en profundidad. Gorinstein et
al., 2008 y de Queiroz et al., 2014 han abordado la determinacion de quercetina y diferentes acidos fenélicos,
pero no pudieron lograr la determinacidon de miricetina y campferol. Favorablemente, nuestra metodologia
analitica nos permitié determinar campferol, miricetina y quercetina en niveles sustanciales (228,2; 291,8;
108,8 ug g muestra, respectivamente). Otros han verificado que los flavonoides presentes en muestras de
vegetales cocidos aln ejercen diferentes bioactividades en el organismo, en su mayoria relacionadas con
efectos antioxidantes (Gorinstein et al., 2008, 2006), o como moduladores de procesos anticancerigenos
(Capasso, 2013). Nuestros resultados sugieren que a pesar de que los niveles de flavonoles disminuyeron en
comparacién con las muestras de ajo crudo, su contenido aun seria significativo para que se puedan verificar

sus bioactividades.

Con respecto a los niveles de azucares en el ajo cocido, es interesante que la concentracidon de inulina
permanezca casi intacta y en gran proporcién (4,09 mg g muestra). Esto es bastante notable porque significa
que las muestras de ajo procesadas sometidas a tratamientos de coccidn todavia tienen niveles valiosos,
desde un punto de vista bioldgico, de inulina. Hasta donde sabemos, no existen otros estudios para comparar
nuestros resultados con otros niveles de inulina informados en muestras de ajo cocido. En Moshfegh, Friday,
Goldman, & Ahuja, 1999, estudiaron la inulina natural y los FOS presentes en diferentes vegetales que se
consumen comunmente en los Estados Unidos. En esa investigacidon, se abordd el ajo en su forma cruda y
seca, pero otras especies como las cebollas, que también son miembros del género Allium, mostraron que

sus formas cocidas también eran fuentes importantes de inulina y FOS.
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El analisis del ajo negro arrojo resultados interesantes. Cabe destacar que la inulina (1,86 mg g muestra-) y
el campferol (1.831,6 pug g* muestra) se destacaron sobre los otros fitoquimicos en estudio. Esto es realmente
novedoso e interesante, ya que el ajo negro se asocia comunmente con la S-alil cisteina (SAC), y la mayoria
de los estudios de investigacion se centran en este fitoquimico (Kimura, Tung, Pan, & Su, 2016). De manera
qgue la informacién sobre otros compuestos bioactivos presentes en esta preparacién de ajo es escasa.
Nuestros resultados han demostrado que el ajo negro puede ser una fuente de inulina y flavonoles naturales
con importantes bioactividades. Yuan et al., 2016, también encontraron niveles comparables de fructanos en
el ajo negro, y a pesar de que Choi, Cha, & Lee, 2014 estudiaron el contenido total de flavonoides en el ajo
negro, hasta la fecha no existen estudios sobre el perfil cuali-cuantitativo de los flavonoles en esta matriz.
Con respecto a los niveles de OSC, hay pequefias cantidades de alicina, E-Z-ajoeno y 2VD. Aunque el contenido
de OSCs no es comparable a los niveles de SAC, el efecto sinérgico de los multiples fitoquimicos presentes en
esta matriz podria contribuir a las diversas propiedades funcionales asociadas al consumo de esta
preparacion.

Con la parsimonia de ahondar ain mas en los efectos biolégicos asociados a las preparaciones de ajo y en
busqueda de relacionar el contenido de fitoquimicos con actividades reportadas es que presentamos a
continuacién un andlisis exploratorio basado en datos de meta-analisis de tipo RCT publicados en los ultimos
10 aiios. Los detalles de la construccion de los modelos exploratorios se presentan en el capitulo Anexos,
seccion C. Los resultados de esta busqueda bibliografica, acoplada a la informacién resultante en cuanto al
perfil cuali-cuantitativo encontrado en las muestras analizadas en el presente trabajo se muestran a
continuacién en la Figuras II.7. Y 11.8. Cabe aclararse que se trabajé con muestras de ajo en polvo crudo y ajo
cocido, por falta de estudios de meta-analisis para ajo negro y ajo liquido. También debemos mencionar el
hecho de que se discute la presencia de alicina, haciendo énfasis en la hidratacién del polvo de ajo para

favorecer su formacion.

Principalmente de estos analisis exploratorios podemos identificar el sinergismo potencial de ciertos
compuestos bioactivos en relacidon a una misma actividad bioldgica.

En las muestras de ajo en polvo crudo, que normalmente son administradas como tabletas en suplementos
nutracéuticos, vemos que la alicina y la inulina se destacan frente a otros compuestos, no sélo en términos
de mayor concentracién de dichos fitoquimicos en esta matriz, sino también en la variedad y nimero de
propiedades funcionales asociadas a su ingesta, mayormente ligadas a la prevencién de enfermedades
cardiacas. Algo interesante es que estos efectos, normalmente asociados a la alicina, también pueden estar
ligados a la actividad producida por la inulina. Por otro lado, los OSCs mas lipofilicos en este tipo de

preparacidon son mas escasos, como puede verse en la Tabla 11.12, de manera que podemos decir que no
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aportan significativamente a las propiedades benéficas asociadas a esta preparacién. Respecto a los
flavonoides en esta preparacion, no hay abundante evidencia respecto a su consumo proveniente de polvo
de ajo crudo, y que relacione esta ingesta con propiedades funcionales. Sin embargo, los resultados de
nuestro andlisis mostraron niveles considerables de flavonoles en esta preparacién, por lo que seria novedoso
enfocar investigaciones de tipo RCT sobre este tipo de fitoquimicos ya que presentan multiples actividades
antioxidantes. Sobre esta actividad, particularmente, vemos que la misma no explica la variabilidad de alicina.
Esto se puede deber a que si bien hay numerosos reportes que asocian el consumo de polvo de ajo con
actividades antioxidante, los mismos manifiestan una contradiccién respecto a los compuestos causantes de
este efecto. Se cree que son metabolitos de la alicina o productos de degradacién los que evidencian el efecto

antioxidante in vitro/in vivo (Banerjee & Maulik, 2002), y a su vez no queda clara la dosis influyente.

Preparacién de ajo: Ajo en polvo crudo
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Figura Il.7. Andlisis Exploratorio basado en Componentes Principales para estudiar la funcionalidad
potencial de preparaciones a base de polvo de ajo crudo
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Preparacion de ajo: Ajo Cocido(Cofenetic correlation: 0.942)
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Figura 11.8. Analisis Exploratorio basado en Componentes Principales para estudiar la funcionalidad
potencial de preparaciones a base de ajo cocido

De nuevo, en la Figura 11.8. vemos el posible efecto sinérgico de compuestos sobre mismas actividades
bioldgicas, por ejemplo en el caso de la inulina y los OSCs lipofilicos sobre efectos de prevencidon
cardiovasculares, o del DAS y el ajoeno sobre efectos anticancerigenos e hipolipidémicos, entre otros.
Mayormente la disminucién de la presion arterial podria deberse a una multi-causalidad por influencia de

compuestos como el ajoeno, las 2-VD, los flavonoides y por efecto en segundo orden de la inulina.

Lo importante a resaltar es que de manera grafica y sintética se pudo relacionar la informacién aportada por
la aplicacién de nuestra metodologia, junto con datos reportados en bibliografia respecto a las propiedades
funcionales a nivel clinico del consumo de los compuestos bioactivos en diferentes preparaciones de ajo. En
base a estas relaciones podemos acercarnos con mas certeza al potencial funcional global de cada

preparacion y asi luego establecer adecuadamente dosis recomendadas de consumo para lograr incidir de
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manera eficiente en la prevencion de enfermedades crdnicas prevalentes. Notablemente, ésta resultd la

primera propuesta de un analisis completo y validado de multiples fitoquimicos sobre una misma matriz.
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|1.6. CONCLUSIONES CAPITULO Il

En primer lugar, se logré adecuar las condiciones operacionales para lograr la mejor resolucién de los analitos
bajo estudio. Los ensayos realizados para mostrar la factibilidad de esta técnica, mostré que los compuestos
target se separan totalmente uno del otro, la resoluciéon de los picos cromatograficos es satisfactoria, y lo mas
importante no aparecen en las corridas cromatograficas ‘artifacts’ correspondientes a compuestos
organoazufrados no representativos de las muestras o productos interferentes, y ademas se pudo sortear la
dificultad de co-elucién de los azucares fructosa y glucosa entre si, y entre los flavonoles, todo en unas misma

corrida cromatogréfica.

En otro orden de acciones, los datos obtenidos del estudio de la funcidn deseabilidad para el modelo
experimental elegido de preparacidon de muestra, permitieron encontrar los niveles dptimos de los factores
analizados influyentes en la extraccion por UAE, y asi alcanzar una maxima respuesta (area) para todos los

analitos.

Bajo condiciones de trabajo optimizadas, los analitos de interés pudieron detectarse con claridad vy
eficientemente, y acoplamiento de técnicas extractivas y de fraccionamiento redujo el tiempo de analisis y

aumento la eficiencia y practicidad a la hora de trabajar.

Ademas, la metodologia propuesta representa un procedimiento moderno y respetuoso del medio ambiente,
ya que requiere menores volumenes de solventes organicos en comparacién con metodologias previamente
reportadas que utizan técnicas de extraccién liquidas tradicionales. A su vez, el método desarrollado

proporciona una adecuada linealidad, especificidad, precisidén y recuperaciones cuantitativas aceptables.

Finalmente, la aplicacién del método analitico desarrollado en el presente trabajo mostrd ser confiable sobre
distintos tipos de muestras. La extraccién y determinacion de OSCs, flavonoles e inulina es posible aun incluso

en la presencia de matrices complejas y de diferente composicion y estados.

Ademas se pudo evaluar, considerando nuestros resultados sobre los diferentes contenidos de analitos
polares y apolares en cada producto de ajo, cdmo las diferentes preparaciones a base de ajo se relacionaban
con las propiedades funcionales reportadas. Esto permitid mostrar la utilidad del método propuesto para

estimar el valor potencial total de los productos de ajo.
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lIl. ESTUDIOS IN SiLICO DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD CUANTITATIVOS (QSAR)
ACERCA DE LA BIODISPONIBILIDAD DE COMPUESTOS ORGANOAZUFRADOS

111.1.INTRODUCCION

Es sabido que una baja biodisponibilidad de compuestos biolégicamente activos ocasiona variabilidad
terapéutica y deficiencias en la manifestacion de propiedades bioldgicas en los sitios diana dentro del
organismo (El-Kattan & Varma, 2016). Particularmente, la biodisponibilidad oral de biocompuestos
(productos farmacéuticos, suplementos dietéticos, nutrientes y nutracéuticos) es limitada debido a eventos
fisicoquimicos y fisioldgicos que ocurren dentro del tracto gastrointestinal (TGl) luego de su ingestion

(Mcclements et al., 2015).

En este capitulo discutiremos desde un enfoque mecanistico, el espacio fisico-quimico subyacente en la
biodisponibilidad de compuestos bioactivos organoazufrados. Para ello el foco del andlisis se centrara en la
permeabilidad celular de dichos fitoquimicos, como etapa clave en la disposicion final de los mismos en el
organismo. De la amplia variedad de compuestos bioactivos del ajo, y sus sub-productos, se eligié evaluar la
permeabilidad de los organoazufrados particularmente, ya que es el grupo de fitoquimicos distintivo de las
alidceas y con mayor cantidad de efectos bioldgicos asociados a su consumo. En nuestro grupo de
investigacion hemos logrado obtener informacién acerca del comportamiento de los OSCs y de diferentes
preparaciones de ajo en fluidos digestivos, hemos analizado también su bioaccesibilidad y efecto de la matriz
alimentaria (estos resultados pueden observarse en Anexos, seccion D). Sin embargo, como se presento en
el Capitulo I, resta profundizar en términos de los parametros quimicos que rigen los mecanismos de

permeacién de los OSCs.

Desde las muchas aproximaciones al estudio de este proceso bioldgico, los modelos in silico, surgidos de la
guimica medicinal y la quimica analitica, ofrecen la ventaja de aportar medios cuantitativos y explicativos de
las interacciones involucradas entre los compuestos objeto de estudio, y las membranas celulares. Mas aun,
los modelos basados en membranas artificiales inmobilizadas en conjunto con herramientas quimiométricas
aportan un complemento a informacién in vitro / in vivo para ahondar en las implicancias de los mecanismos

de permeacion. En las siguientes secciones emplearemos los métodos previamente citados.

Los modelos QSAR responden de manera matematica a los parametros fisico-quimicos determinantes de
actividades bioldgicas, entre ellas los pasajes transmembranas. Para explicar las relaciones complejas que se
manifiestan entre las moléculas activas y cantidades observadas, se desarrollaron dos tipos de modelos

principales: en primer lugar se intenté descifrar las relaciones entre las propiedades fisico-quimicas, tales
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como la lipofilicidad de las estructuras moleculares de los OSCs, con la informacidon aportada de las
membranas artificiales inmobilizadas (IAM) -Relaciones cuantitativas estructura-retencion (QSRR); y en
segundo lugar, se evalud las relaciones entre la infomacion obtenida por las columnas IAM y diversos datos
de permeacidn; Relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR). Para llevar a cabo estos modelos se

requirié entonces un trabajo instrumental, por un lado, para obtener la informacidn cromatografica necesaria,

mientras que por otro, se necesitd proceder con el trabajo in silico para el modelado estructural de las
moléculas, el cdlculo de descriptores moleculares, y finalmente, para la construcciéon de los modelos
estadisticos multivariados y su validacion. En las secciones subsiguientes se discutiran los pasos seguidos y los

conceptos subyacentes en cada uno de los mismos.

[11.2.0BJETIVOS

e Seleccionar y evaluar las variables instrumentales para alcanzar una adecuada sensibilidad y
selectividad de los compuestos de interés (organoazufrados) mediante cromatografia liquida de alta
resolucidn (HPLC) empleando columnas de membranas inmovilizadas (IAM).

e Analizar la respuesta cuantitativa de diferentes compuestos organoazufrados, para obtener valores
cromatograficos caracteristicos como el factor de capacidad (k’).

e Armado de base de datos sobre OSCs y seleccién de los compuestos para el estudio QSAR

e Identificar, calcular y evaluar diferentes parametros moleculares (descriptores) en base a los
principales compuestos bioactivos presentes en ajo para la construccion de modelos QSAR.

e Realizar un analisis quimiométrico de los resultados mediante la construccion de modelos estadisticos
QSRR en base a los descriptores moleculares calculados y las respuestas de retencion cromatograficas
obtenidas experimentalmente usando columnas IAM

e Estudiar la aplicabilidad de la fase IAM para estimar mediante modelos QSAR varios parametros
ADME, entre ellos la absorcién intestinal humana (HIA), y la permeacién a través de otras barreras

bioldgicas como piel y barrera hematoencenfilica.

11.3.EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPERACIONALES CROMATOGRAFICAS BASADA EN EL
USO DE COLUMNAS DE MEMBRANAS ARTIFICIALES INMOBILIZADAS

Los avances en la tecnologia de columnas cromatograficas permitieron el desarrollo de la cromatografia de

membranas artificiales inmovilizada (IAM), que exhibe la complejidad entre la de la particion de solutos en
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medio octanol-agua, y los enfoques de lineas celulares, combinando las ventajas y caracteristicas de las
técnicas cromatograficas con la simulacidon del entorno en las membranas celulares (Tsantili-Kakoulidou,
2020).

Las columnas IAM estdn conformadas por Unico fosfolipido, o bien un conjunto de fosfolipidos, tales como
fosfatidilcolina (PC, siglas en inglés de phosphatidyicholine), fosfatidiletanolamina (PE, siglas de
phosphatidylethanolamine) y fosfatidilglicerol (PG, siglas de phosphatidyilgiycerol), entre otros.

Aunque las membranas bioldgicas contienen diversos tipos de fosfolipidos, PC es el mayor constituyente. De
este modo, la mayoria de columnas IAM se preparan a partir de este fosfolipido PC (IAM.PC) o de sus
derivados que pueden ser un éster de doble cadena (denominada IAM.PC.DD2), o PC sin el grupo glicerol
(también denominada IAM.PC.DD). En la Figura lll.1. se representan alguna de estas fases estacionarias IAM.
Solo se comercializan tres de ellas, IAM.PC.DD, IAM.PC.DD2 e IAM.PC.MG, en esta ultima columna el
"endcapping" se realiza con metilglicolato, MG) por la compafiia Regis Technologies (Barbato, 2006; Gilabert,

2005).
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Figura lll.1. Estructura de diferentes fases estacionarias IAM
Fuente: Barbato, 2006
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Las fases maviles utilizadas usualmente con estas columnas son soluciones acuosas de buffer fosfato salino
ajustadas a pH fisioldgico de interés (p. Ej., pH 7.4). En estos casos, el parametro cromatografico utilizado para

la construccion de modelos QSRR o QSAR es el logaritmo del factor de retencion (log k'lIAM) (Gilabert, 2005).

En las fases IAM, el tiempo muerto de la columna o el volumen vacio (To) se determina utilizando un
compuesto no retenido, p. Ej. metanol o mejor alglin dcido orgdnico segun lo recomendado por el fabricante
(Regis Technology, Morton Grove, IL). Los datos de IAM en la literatura se han obtenido en diversas
condiciones experimentales (pH y fuerza idnica del eluyente, porcentaje de modificador organico,

temperatura, caudal).

Obviamente, diferentes condiciones experimentales pueden afectar los valores de k' reportados. Para
compuestos lipofilicos, se observan tiempos de retencién muy largos en columnas IAM utilizando fases
moviles puramente acuosas. Los valores de Tr demasiados altos no son deseables desde un punto de vista
practico; ademas, a menudo no son adecuados como indices de lipofilicidad porque pueden resultar no sélo
de la particion en fosfolipidos sino también de interacciones secundarias con el nucleo de silice y de
fendmenos de difusién. Para evitar este problema, es necesario agregar un modificador organico a la fase
movil (Barbato, 2006). Con este fin, en esta seccidon presentamos el trabajo experimental adaptado para lograr

las condiciones dptimas de elucién para los OSCs objeto de estudio en la fase IAM.

l11.3.1. MATERIALES Y METODOS

.3.1.1. Reactivos, Estandares y Solventes

- Los compuestos de cisteina del ajo, como S-metil-L-cisteina y S-propil-L-cisteina, se adquirieron de
Sigma (St. Luis, MO, EE. UU.), mientras que S-alil-L-cisteina (SAC) se adquirié de LKT Laboratories Inc.
(St. Paul, MN, EE. UU.). Los S-alqu(en)il-L-cistein sulféxidos (ACSO) tales como (+)-S-Metil-L-cistein
sulfoxido (metiina), (+)-S-trans-1-propenil-L-cistein sulféxido (isoalliina), y el tiosulfinato de dialilo
(alicina) se sintetizaron en nuestro laboratorio como se describié anteriormente (Thomas y Parkin,
1994). La aliina, (+)-S-alilcistein sulféxido, se adquirié de Extrasynthese (Lyon-Nord, Francia).

- Los compuestos a base de sulfuro como dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS) y dialil trisulfuro
(DATS) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EE. UU.). El disulfuro de etilo (EDS), el disulfuro
de furfurilo (FuDS), el disulfuro de propilo (PDS), el sulfuro de alilmetilo (AMS) y el disulfuro de
dimetilo (DMDS) se obtuvieron de Aldrich (EE. UU.). El sulfuro de etilo (ES) se obtuvo de Fluka®

(Munich, Alemania). El alil mercaptano se adquirié de Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EE. UU.).
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- Los compuestos E-Z-Ajoeno y vinilditiinas se sintetizaron siguiendo un procedimiento previamente
informado por nuestro grupo de investigacién (Ramirez et al., 2017). Luego, los OSCs sintetizados se
concentraron a presién reducida y se caracterizaron por espectroscopia UV y analisis GC-MS.

- Alil ITC (AITC), Sulforafano (SF), Indole-3-carbinol (13C) y Fenil ITC (PITC) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Luis, MO, EE. UU.). Se adquirieron fenetil ITC (FITC), S-sulforafeno (SE) y bencil ITC (BITC)
de LKT Laboratories Inc. (St. Paul, MN, EE. UU.).

- Fosfato de potasio monobasico y dibdsico (anhidro) fueron p.a. grado, y se adquirieron de Biopack.

- El acetonitrilo (ACN) era de calidad cromatografica y se adquirié de Merck (EE. UU.). Ademas, se

obtuvo agua ultrapura (18 MQcm) de un sistema de purificacién de agua Milli-Q (Millipore, Francia).

[1.3.1.2.  Instrumentacion y Condiciones Cromatograficas

El analisis cromatografico se realizé usando un cromatdgrafo Shimadzu LC 20A acoplado a un detector de
arreglo de diodos, operado en un rango de 210-260 nm, dependiendo del compuesto analizado. En todos los
experimentos se utilizé una columna bio-mimética disponible comercialmente: IAM.PC.MG 12 um (150 x 4,6

mm), que se adquirié de Regis Chemical Company (Morton Grove, IL).

Las condiciones operacionales para la elucién de los OSCs, bajo IAM-HPLC se adaptaron de Barbato, Cappello,
Miro, La Rotonda, & Quaglia, 1998; Luco et al., 2003, con modificaciones. Las condiciones cromatograficas
finales consistieron en una elucion isocratica utilizando como fase movil ACN / buffer fosfato 0,035 M —pH
6,8- (30:70 (v / v)) a 0.5 mL min™. Se llegd a estas condiciones probando diferentes concentraciones y pH de
buffer, fosfato, y diferentes proporciones de ACN, tal como se discutird en la seccién siguiente. El tiempo
muerto de la columna (To) se estimo a partir del tiempo de retencién del acido ascérbico, medido a 210 nm.
Los datos de retencidn obtenidos se utilizaron para calcular el pardmetro cromatografico correspondiente al
factor de capacidad k’ como sigue: k' = (Tr - To) / To. Todos los factores de capacidad dados representan la

media de 2-4 determinaciones de cada solucion de OSCs.

Para este estudio, consideramos 28 compuestos fitoquimicos que contienen grupos azufrados. La Tabla lll.1.
muestra el nombre y estructura quimica de cada uno de ellos. La mayoria de estos compuestos son sustancias
derivadas del ajo con funciones bioactivas. Sin embargo, también incluimos siete fitoquimicos —Sulforafano,
Sulforafeno, 13C, Alil ITC, Fenetil ITC, Fenil ITC y Bencil ITC- que corresponden a productos de degradacién de
glucosinolatos, como isotiocianatos e indol-3-carbinol. Los elegimos por su funcionalidad bioactiva y su
metabolismo similar dentro de las plantas y el cuerpo humano. Cada solucién madre estandar analitica se

preparé en la fase mévil a concentraciones que variaban de 100 a 800 pug mL?, dependiendo de la solubilidad
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del compuesto y su respuesta del detector DAD. La identificacidn de los picos en las muestras se llevd a cabo

comparando los tiempos de retencién con los estandares de referencia.

11.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla Ill.1. Estructura quimica y nombre de los organoazufrados bajo estudio en el Capitulo lll.

N° Nombre Estructura Quimica Tlempo_ ’de
retencion
. S CH,
1 Propil Disulfuro ch/\/ \S/\/ 33,44
| I
2 Isoaliina O/\/\S/\/ 4,31
: I
NH, O
I
H
3 Aliina Ho)\_/\s/\/c 2 3,93
H I
NH, O
A s
4 S-alil-L-cistef 3,71
alil-L-cisteina H,N
H
Ho
H™ "~ 0oH
5 S-PFORI|-L- S 372
cisteina H
CH,
0] OH
N s—cH,
6 | S-metil-L-cisteina 3,81
HoN
H
O NH,
7 Metiina H3C'S I OH 3,68
O
\finil_ _ _ S \
8 2 V|n|.l le 1,3 9.92
ditiina HZC\ s
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9 Dialil disulfuro Hzc\v\S/SWCHz 16,68
10 Etil disulfuro 3C S S CHs 13,21
o /S_CH3
11 | Dimetil disulfuro HyC—S 7,14
CHj
12 Etil sulfuro SJ 6,54
/CH2
13 | Alil metil sulfuro 3,99
I
14 E-Ajoeno 7,46
: /\/SV\/S\ /\/CHZ
H,C S
ﬁ
15 Z-Ajoeno [S S 7,41
H C/\/ \/_\—S/ WCH
CH,

16 Dialil sulfuro / 9,71

17 Metil Propil H3CV\S/S\S/CH3 27,12

Trisulfuro
>y
18 | Furfuril disulfuro = S.g — 22,44
o) /)

19 Alicina , , 2 5,06
(@]
] H,C—
20 | Alil mercaptano 5,95
SH
S\
N
21 Sulforafano 4,75
H,C—S
N
O
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I S
22 Sulforafeno S = 4,74
H3C/ W\N/

/CH2

23 | Dialil Trisulfuro S—S 25,6

/
S
HZC:/_

OH
24 | Indol-3-carbinol \ 5,91
N
H

—CH,
—
25 | Alil Isotiocianato / 8,42

S
26 Eengtll 20,38
Isotiocianato
N=——5S5
27 Fenil 23,9
Isotiocianato
N=><—S
S
AN
Bencil \\N

28 17,18

Isotiocianato

Las superficies de fosfatidilcolina (IAM.PC) se fabrican uniendo moléculas de diacilfosfatidilcolina a silice-
propilamina a través de su grupo w-carboxilico en la cadena de acidos grasos C-2. Al trabajar con estas fases
las condiciones cromatograficas para realizar la elucién de los compuestos asegurando la obtencién de valores

de k’ adecuados fiables, estan restringidas a ciertas limitaciones.

Para compuestos de cardcter lipofilico, como ya fue citado, es necesario trabajar con fases mdviles hidro-
organicas. Sin embargo, las fases mdviles que contienen mas del 30% (p/p) de acetonitrilo deben evitarse
porque alteran la estructura de la FE, y por otro lado, no se recomienda el uso de metanol para la fase

estacionaria IAM.PC.MG debido al peligro de metandlisis (Barbato, 2006).
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Respecto al pH de trabajo, para imitar de cerca la permeacidn de la membrana que ocurre in vivo, el valor de
pH "ideal" seria 7,4, como el pH fisiologico del plasma, aunque deben tenerse en cuenta otros valores (por
ejemplo, pH 5,5 para imitar la piel, pH 3,0 para imitar el contenido del estdmago). Se han obtenido muchos
datos experimentales en la literatura a pH 7,0 porque este valor esta muy cerca del pH fisioldgico 7,4 pero es
mds propicio para asegurar la estabilidad de la columna. Se demostrd que los eluyentes a pH 5,5 no afectan
la estabilidad de la fase IAM, mientras que se observé un envejecimiento prematuro con eluyentes a pH 3,0

(Barbato, 2006).

En base a lo anterior, se realizé la puesta a punto de la elucién cromatografica para el total de OSCs bajo
estudio empleando la fase estacionaria IAM.PC.MG. Para ello, se probaron diferentes concentraciones de
buffer fosfato a pH cercanos al fisiolégico y se probaron ademds dos proporciones acetonitrilo como
modificador orgdnico de la FM de manera de asegurar la correcta elucién de los OSCs y asi obtener k’ propicios
para el armado posterior de los modelos QSRR y QSAR, en un tiempo adecuado. Las condiciones probadas se

muestran en la Figura Il1.2.

m —-

5 0,1 M pH 7.1
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Figura I11.2. Estructura de los factores y niveles evaluados para la adecuada elucién de los OSCs en la fase
IAM
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Mientras mayor es el factor de capacidad k” de un compuesto, mayor es la interaccién entre él y la FE. En
nuestro contexto de estudio, mayor retencidn podria indicar una mayor afinidad con la membrana bioldgica
y por ende mayor permeabilidad. En la Tabla lll.1. se pueden observar también los tiempos de retencién de
las condiciones que se encontraron como adecuadas para la obtencién de factores capacidad. Las condiciones
propicias para obtener estos k’ fueron usando una fase mévil ACN/0,035 M buffer fosfato —pH 6,8- (30:70
(v/v)). De los compuestos analizados, los polisulfuros fueron los que presentaron mayor retencion en la fase
IAM, siendo el propil disulfuro el mas retenido. Luego se encuentran los isotiocianatos aromaticos, seguidos
de las 2-VD, los isdmeros de ajoeno, luego el tiosulfinato alicina y el alil metil sulfuro, y alil mercaptano. Las
moléculas AMS y ES son mas pequefias que el resto de los sulfuros evaluados, lo cual podria explicar la
diferencia de retencién con ellos. Por ultimo, los compuestos azufrados con grupos cisteinas en sus moléculas

fueron los menos retenidos.

Por lo tanto, el grado de permeabilidad de los OSCs evaluados seria similar al orden en que eluyen de la
columna IAM, siendo los polisulfuros los mas permeables, y los compuestos mas hidrofilicos como los ACSOs

y los compuestos con cisteinas, presentarian una permeabilidad mas baja.

|1.4.MODELADO Y CALCULO IN SiLICO DE PARAMETROS ESTRUCTURALES ASOCIADOS A LAS
MOLECULAS DE OSCs

Como se ha indicado anteriormente, la bondad de ajuste de los modelos QSAR depende de la calidad de los
datos bioldgicos (ya sean obtenidos in vitro o in vivo) en cuestion, de la relevancia de las variables

independientes respecto al proceso fisico-quimico a modelar, y de la capacidad descriptiva del modelo.

En la actualidad, se utiliza una extensa variedad de pardmetros para la construccidn de los distintos modelos
QSAR. En este sentido, los descriptores o indices moleculares son nimeros obtenidos mediante un proceso
I6gico-matematico de transformacidn de la informacién quimica contenida en la representacion simbdlica de
una molécula. Para obtener estos datos estructurales, primero es necesario recurrir al modelado vy
construcciéon de las moléculas de interés. Hay diferentes formas de representar las moléculas y se pueden
clasificar segun la informacién que codifican. El nivel mas basico corresponde a representaciones que
dependen o estan asociadas con el espacio unidimensional (1D), como puede ser el peso molecular. El
siguiente nivel corresponde a las representaciones 2D asociadas con la conectividad de las moléculas sin
considerar la estereoquimica. En los métodos 3D, la incorporacion de estereoquimica transmite no solo la
especificacién de la quiralidad de los centros estereogénicos, sino también la posible conformacién o

conformaciones geométricas (Martinez-Mayorga & Medina-Franco, 2009). Una vez constituidas las
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estructuras moleculares, teniendo en cuenta las mismas se procede al cdlculo de los descriptores, los cuales

a su vez se pueden clasificar teniendo en cuenta esta dimensionalidad de las representaciones moleculares.

Descriptores moleculares adimensionales (0D) y unidimensionales

La representacion mas simple de un descriptor adimensional (OD) es la férmula quimica, que permite
identificar el tipo y la cantidad de elementos quimicos que conforman una molécula. Esta forma de
representar un compuesto quimico carece de informacion sobre conectividad atémica o tipos de enlace. Los
descriptores 0D mas conocidos son: el nimero de dtomos de cualquier elemento quimico, el peso molecular
(MW), lasuma o el promedio de las propiedades atémicas, tal como los volumenes atémicos de van der Waals

o la electronegatividad.

Los descriptores 1D son listas de fragmentos estructurales de las moléculas, pero sin considerar la estructura
molecular en su conjunto (ej. conteo de grupos funcionales o de sustituyentes de interés). De acuerdo con un
principio simple de aditividad, donde las modificaciones quimicas orientadas en la adicién o eliminacién de
grupos sustituyentes alteran el efecto bioldgico manifestado inicialmente por la molécula; los descriptores
1D permiten cuantificar el grado de contribucién que tiene un grupo sustituyente en la respuesta bioldgica

evaluada (Goya-Jorge et al., 2020; Reyes, 2020).

Descriptores moleculares bidimensionales

Estos tipos de descriptores ponderan los &tomos con propiedades como la electronegatividad o el volumen,
y consideran la conectividad, asi como las interacciones intra/intermoleculares (Goya-Jorge et al., 2020). Este
grupo de descriptores son también llamados descriptores topolégicos. La topologia molecular es una
disciplina que analiza cuales son las posiciones de los atomos dentro de las moléculas. El método topoldgico

utiliza indices para caracterizar estructuralmente a los compuestos (Camargo, 2007). Para poder construirlos

y graficarlos se debe generar un grafo de la molécula y su matriz topoldgica. Para ello se dibuja el grafo

correspondiente a la molécula estudiada:

- Serepresentan los atomos de las moléculas por puntos (vértices) y los enlances por segmentos (ejes).

- Se suprimen los hidrégenos porque su actuacién queda determinada por los demas atomos.

- Se numeran aleatoriamente los vértices del grafo; los indices topoldgicos se denominan “invariantes
del grafo” porque su célculo debe ser independiente del orden de numeracidn seguido.

- Se construye la “matriz topoldgica”

- A partir de la matriz y los algoritmos adecuados, se obtienen los indices topoldgicos
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Adicionalmente, los indices topoldgicos tienen la capacidad de considerar propiedades quimicas especificas
de los dtomos, como la presencia de dtomos electroaceptores o electrodadores, la polarizabilidad y la masa

atémica. De todos ellos podemos identificar dos grandes grupos:

- Indices topoestructurales: describen la informacién acerca de la adyacencia y las distancias de enlace
directo entre dos atomos.
- indices topoquimicos: describen informacién topoldgica de la molécula, pero también detallan

aspectos quimicos especificos de los atomos, como el estado de hibridacién y la identidad quimica

Algunos de los indices topoldgicos mas utilizados en QSAR son: el indice W de Wiener, indice de conectividad
de Kier & Hall, indices geométricos, y los indices electrotopoldgicos y de carga (Reyes, 2020). Para una

descripcién de cada uno de estos descriptores recurrir a Anexos, seccion E.

Descriptores moleculares tridimensionales

Como su nombre lo indica, derivan a partir de una representacién 3D de la estructura molecular, considerando la
estereoquimica de los compuestos. Al calcular estos descriptores se debe optimizar la geometria molecular a través
de métodos computacionales mecano-cuanticos. Los valores de estos descriptores dependen del tipo de
optimizacion geométrica utilizada, la cual requiere el empleo de softwares sofisticados adaptados para evaluar a
su vez la flexibilidad molecular, es decir, considerar los diferentes estados conformacionales en los cuales puede
existir un compuesto quimico (estudio conformacional) (Mogrovejo Mata & Mufioz Vazquez, 2020), trabajo que se

realizd respecto a nuestros compuestos objeto de estudio y que se presentara en esta seccidn.

A continuacion se presentan algunos de los descriptores tridimensionales mas empleados en modelos QSAR.
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Figura lll.3. Descriptores 3D y su clasificacién
Fuente: Reyes, 2020; Todeschini & Consonni, 2000

Ademas de los descriptores aqui presentados, existen descriptores mdas complejos, que contienen
informacién a través de un enfoque 4D de las moléculas, con el objetivo de identificar y caracterizar
cuantitativamente las interacciones entre las mismas y uno o varios sitios activos de un receptor

bioldgico (Reyes, 2020). En esta tesis este tipo de descriptores no han sido abordados.

Otras clasificaciones y distinciones entre los descriptores moleculares también pueden encontrarse. En
algunos casos se hace una distincion entre DESCRIPTORES FiSICO-QUIMICOS, haciendo referencia a
informacién contenida en las moléculas considerando ademas la estructura electrénica de los compuestos, y
DESCRIPTORES ESTRUCTURALES CONSTITUCIONALES, que reflejan solamente la composicién quimica del

compuesto, sin tener en cuenta la geometria.
Respecto a los descriptores fisico-quimicos, los mismos pueden a su vez dividirse en:

e Descriptores de hidrofobicidad: los modelos QSAR han sido realmente posibles después que C.

Hansch descubriera en los afios 60 que la contribucién que hace un determinado sustituyente al
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logaritmo del coeficiente de particion n-octanol- agua es un valor aproximadamente constante. De
esta manera, dicho sistema se establecid rapidamente como el sistema de referencia para la medida
y obtencién de los valores de log P (lipofilicidad) de los compuestos. Con el fin de subsanar las
dificultades e inconvenientes que presenta la medida cldsica de log P mediante extraccién liquido-
liquido, se han desarrollado multitud de metodologias para su medida experimental o para su cdlculo.
En el presente trabajo se ha hecho uso de diferentes softwares para obtener los correspondientes log
P .. para los compuestos estudiados.

e Descriptores electrdnicos: en los estudios QSAR se han utilizado numerosos parametros electréonicos

derivados de las constantes ¢ de Hammett, basada en la ionizacion de acidos benzoicos multi-
sustituidos. Estos descriptores reflejan interacciones de tipo intramolecular (p. Ej., la influencia de un
sustituyente del anillo bencénico sobre la ionizacion de la molécula total resultante), y ademas sirven
para caracterizar la interaccion parametros electronicos intermoleculares (como por ejemplo, la
polarizabilidad). Ademas, a partir de calculos con técnicas mecano-cudnticas se han derivado multitud
de descriptores de este tipo, como por ejemplo, la carga atédmica y la energia de los orbitales
moleculares. También se han utilizado en numerosos estudios las constantes de protonacién o de
acidez para los compuestos ionizables, y parametros relacionados con el caracter dador o aceptor de
puentes de hidrogeno de las moléculas. Este tipo de descriptores también han sido abordados en este
trabajo (Camargo, 2007; Reyes, 2020).

e Descriptores estéricos: tienen en cuenta tanto el tamafio como la forma de las moléculas y los

sustituyentes. El término descriptores de volumen se puede utilizar para denotar descriptores
estéricos de la molécula completa, refiriéndose a la medida del obstaculo de la molécula cuando se
considera como parte de un sistema y ensamblaje denso, cada molécula esta restringida por sus

vecinas a un espacio limitado (Todeschini & Consonni, 2009).

Para hacer el calculo de los descriptores moleculares y lograr asi la parametrizacidon cuantitativa de las
moléculas, existen diversas herramientas computacionales. Reyes, 2020, describe en su trabajo una serie de
diversos software disponibles para generar miles de descriptores tedricos, experimentales, semiempiricos o
indicadores de fragmentos. Dentro de los mas usados se encuentran: ACD/LogP freeware (util para célculo de
Log P), DRAGON (calcula 5270 descriptores OD-3D e indicadores fragmentos) y OCHEM (Proporciona
informacidn tedrica o experimental de varias propiedades fisicoquimicas o biolégicas). Estos programas han

sido empleados en esta seccion para realizar los calculos correspondientes.
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l1.4.1. MATERIALES Y METODOS

1.4.1.1.  Organoazufrados estudiados, modelado de las estructuras moleculares y
optimizacién conformacional

Los compuestos a modelar fueron los 28 OSCs presentados en la Tabla lll. 1. 1. Todas estas moléculas fueron
dibujadas empleando el software ACD/ChemSketch, para obtener sus codificaciones digitales - Sistema de
informacidon MDL de datos moleculares (MOL)-. 3. Luego se trabajo con el programa HyperChem Release 5.11
Pro para Windows, para la obtencion de las estructuras de minima energia a partir de la funcién de energia
potencial de la mecdnica molecular (MM+), y por otro lado con el servicio online CORINA Classic, para los
calculos de mecanica molecular y calculos semiempiricos PM3. En estos programas se trabajé con las
estructuras tridimensionales de las moléculas y se realizé la optimizacién completa de los parametros
geomeétricos. Para obtener geometrias confiables de las moléculas, se utilizé un limite de convergencia SCF
de 0,005 kcal/mol; la optimizacion fue a relajacion total mediante el método de gradientes conjugados de

Polak-Ribieri, con un RMS de 0,005 Kcal/A mol.

.4.1.2. Célculo de descriptores moleculares

Para caracterizar cada OSCs, se calculé un conjunto de descriptores moleculares utilizando diferentes
paguetes de software, incluido Dragon vs 3.0., y la plataforma web del entorno de modelado quimico en linea
(OCHEM). En cuanto a los indicadores de tamafio molecular y descriptores estructurales, se consideraron los
siguientes: volumen molar (Vm), peso molecular (MW, por sus siglas en inglés), enlaces rotativos, donantes
de H, aceptores de H y TPSA (area superficial polar topoldgica). Para explicar los efectos de la lipofilicidad, se
obtuvieron varios coeficientes de particién calculados: log D, iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP, Silicos-IT Log
P, Consensus Log P. Estos parametros se obtuvieron de diferentes herramientas web en linea, como
SwissADME (desarrollada y mantenida por el Grupo de Modelado Molecular del Instituto Suizo de
Bioinformatica) y Chemicalize © 1998-2021 (ChemAxon, Ltd).

Otro grupo de descriptores estructurales incluyé indices quimicos-cuanticos obtenidos por el paquete
HyperChem (version 7.5 para Windows) y, por otro lado, el servicio en linea CORINA Classic. Se realizé la
optimizacion completa de los pardmetros geométricos mediante el método PM3, implementado en la versién
estandar de MOPAC 6.0. Se consideraron los siguientes indices obtenidos de calculos de orbitales
moleculares: energia total (Etotal), calor de formacion (AH¢), energia del orbital molecular ocupado mas alto
(HOMO, por sus siglas en inglés), energia del orbital molecular desocupado mas bajo (LUMO, por sus siglas

en inglés), momento dipolar (W), carga total absoluta (Qotal), las cargas absolutas mas positivas y negativas
g p M g g p y neg Qp,
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max, On, max) Y la carga relativa positiva y negativa (RNCG, RPCG). Ademas, se consideraron otros descriptores
obtenidos del software Dragon como: Electronegatividad Mulliken, LDip y varios descriptores WHIM. Para la
inclusidn o el rechazo de descriptores en los modelos seleccionados se utilizé un analisis multivariado que
incluia el andlisis de componentes principales (PCA) y un procedimiento de regresion multiple escalonada
(Stepwise Regression), basado en los algoritmos de seleccidn hacia adelante y eliminacidn hacia atras. Estos

métodos estadisticos se explicaran con detenimiento en el apartado III.5.

l1.4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En Primer lugar, se obtuvieron las estructuras bidimensionales de las moléculas y se codificaron digitalmente
empleando los esquemas graficos MDL de tipo .mol, encargados de identificar y codificar la posicién de los
atomos de una molécula en el sistema de coordenadas cartesianas. Estas estructuras bidimensionales pueden
apreciarse en la Tabla lll.1. La representacidon molecular MDL mol logra capturar toda la informacidn acerca
de la conectividad, posicién y tipo de 4&tomos y enlaces que constituyen una molécula (Reyes, 2020).

A continuacidn, se construyeron y optimizaron en conformacion las estructuras moleculares de los
compuestos con el método de Campo de fuerza de Mecdnica Molecular (MM +) del software Hyperchem. Las
geometrias resultantes se trataron luego por medio del Método Semiempirico PM3 (Método Paramétrico-3),

mediante la aplicacién del algoritmo de Polak-Ribiere (J. M. Luco et al., 2003; Reyes, 2020).

Los métodos de Mecanica Molecular (MM), son extremadamente rapidos en tiempo de calculo y permiten
obtener de forma sencilla la energia relativa de una determinada geometria molecular. Esto calculando la
energia potencial de la molécula mediante una visidn practica que supone que los nucleos estdn sometidos a
un campo de fuerza, que se compone de la suma de una serie de términos que modelan las tensiones de los
enlaces, de sus angulos, sus torsiones, las interacciones de Van der Waals, las electrostaticas y las de los
puente hidrégeno:

V= Venlaces + Va’ngulos + Vdiedros + VvdW + Velectr + VH

Dichos términos corresponden a distintos aspectos que influyen en la energia molecular en funcién de su
geometria. Cuanto mas términos se consideren, mejor sera el valor obtenido para la energia.

Para refinar la informacién de los métodos MM, aparecen los métodos semiempiricos de orbitales
moleculares que, al igual que los primeros, utilizan pardmetros determinados experimentalmente para
simplificar los calculos usando aproximaciones de naturaleza mecanocuantica. Mediante estos métodos se
obtiene no sdlo la energia del sistema, sino también una descripcion de su estructura electrdénica. Los

métodos semiempiricos, a diferencia de los ab initio, consideran solamente los electrones de la capa de
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valencia y ademas, omiten determinados términos en el célculo de las interacciones interelectrdnicas. Entre
los métodos semiempiricos, se encuentran el PM3 (parametric model 3) y AM1 (Austin model 1) los cuales
suprimen parte de dichos términos. El método citado en primer lugar es muy utilizado, y fue el elegido en el
presente trabajo junto con el método de mecanica molecular MM, este ultimo usado para encontrar en forma
rapida y sencilla un valor aproximado de la minima energia de las posibles conformaciones de la molécula
(Camargo, 2007). En la Figura 1ll.4., se puede observar a modo de ejemplo, como luego de la optimizacion

conformacional cambia la disposicion en el espacio de la molécula de isoaliina.

E=0.0000 Grad=0.000 Conv=NO(0 cycles 0 points) [Iter=101 Diff=11456,29595]

E=-2036.1831 Grad=0.164 Conv=NO(329 cydles 726 points) [Iter=1 Diff=0.00012] M3
Figura lll.4. Estructura tridimensional de la isoaliina obtenida en Hyperchem
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En la imagen superior se muestra la molécula de isoaliina sin optimizar en conformacion (se puede ver en el
valor de E —energia potencial- en la parte inferior izquierda cuyo valor es cero; mientras que en la imagen
inferior vemos como cambié la conformacidn de la molécula al obtener la conformacidn tridimensional de

menor energia, lo cual se observa en el valor de E= - 2036,18

El establecimiento de la alineacién molecular de las estructuras 3D de las moléculas y la obtencién de las
conformaciones de menor energia es un prerrequisito importante para varias metodologias en el disefio de
farmacos, por ejemplo, analisis de similitud 3D y prediccidn de actividades bioldgicas, es por esta razén que
se trabajod luego con estas moléculas optimizadas en conformacion para el calculo adecuado de pardmetros

mecanocuanticos de interés.

En total se calcularon mas de 1800 descriptores moleculares para los OSCs bajo estudio por medio del
programa comercial Dragon version 3.0 el cual genera diferentes descriptores 0D-3D, tal como los
Constitucionales, Topoldgicos, Geométricos, Electrénicos, tipo 3D MoRSE, WHIM, GETAWAY, funciones de
distribucidn radial, grupos funcionales y fragmentos centrados en el &tomo, entre muchos otros (Reyes, 2020;
Todeschini & Consonni, 2000). Ademas, se incorporaron descriptores externos al programa Dragon, como se

detallaron en la secciéon 111.4.1.2.

Teniendo en cuenta el gran nimero de descriptores considerados, se trabajo luego en la reduccién del
numero de descriptores. Para evitar sobreestimaciones o dificultades en la interpretacién de los modelos
resultantes, pares de variables con el Coeficiente de correlacidn de Pearson (r), r = 0,70, fueron clasificados
como intercorrelacionados, y solo uno de estos se incluyé en la matriz a trabajar. Ademas, se eliminaron
descriptores con valores cero y constantes. Esto para contar con un nimero de descriptores significativo pero
manejable y que a su vez tuvieran relevancia mecanistica en relacion a la informacién biolégica objeto de
estudio. De estos entonces obtuvimos una matriz de 682 descriptores, enfocandonos principalmente en
descriptores de lipofilicidad, de carga, electrénicos y constitucionales. Luego para reducir el espacio de
variables predictoras (descriptores moleculares) en un nimero tal que se puedan construir modelos
matematicos robustos y coherentes con la variable dependiente (informacion cromatografica) se procedié a
realizar Stewise Regression y PCA como se explicard en el apartado siguiente. La Tabla Ill.2. muestra los

descriptores finales seleccionados para los modelos QSRR y QSAR que se modelaron.
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Tabla Il.2. Resumen de los valores de descriptores moleculares seleccionados para el modelado QSRR y QSAR
pKa2 Enlaces

pKal(icido)  (basico)  Rotables iLOGP RNCG_1  ElecMullk  Tm_1

Propil Disulfuro * * 5 50,60 2,630 0,221 5,624 7,281 4,149 *
Isoaliina 1,840 8,440 4 99,60 0,880 0,293 4,735 8,189 11,12 177,9
Aliina 2,530 9,140 5 88,62 1,220 0,285 4,581 7,758 6,222 163,7
S-alil-L-cisteina 1,840 8,450 5 99,60 0,550 0,283 5,071 8,386 11,19 1721
S-propil-L-cisteina 2,620 9,140 5 88,62 1,180 0,283 4,724 9,452 6,656 161,7
S-metil-L-cisteina 2,440 9,150 3 88,62 0,740 0,322 4,745 5,430 5,675 161,7
Metiina 1,610 8,450 3 99,60 0,240 0,314 5,021 5,805 10,05 265,8

2-Vinil-4H-1,3-ditiina * * 1 50,60 1,980 0,244 4,695 4,263 3,595 *

Dialil disulfuro * * 5 50,60 2,490 0,166 5,630 6,750 3,512 *

Etil disulfuro * * 3 50,60 2,170 0,276 5,615 4,424 2,883 *

Dimetil disulfuro * * 1 50,60 1,690 0,473 5,688 2,993 1,944 *

Etil sulfuro * * 2 25,30 1,920 0,282 4,609 3,649 2,452 *

Alil metil sulfuro * * 2 25,30 1,770 0,314 4,520 3,663 2,490 *
E-Ajoeno 14,90 * 8 86,88 2,740 0,285 5,637 16,74 10,29 41,72
Z-Ajoeno 14,90 * 8 86,88 2,740 0,287 5,681 13,94 10,42 36,28

Dialil sulfuro * * 4 25,30 2,110 0,17 4,482 6,067 3,223 *

Metil Propil Trisulfuro * * 4 75,90 2,330 0,333 5,945 6,979 3,055 *
Furfuril disulfuro * * 5 76,88 2,620 0,147 5,504 10,91 4,647 34,28
Alicina * * 5 61,58 1,950 0,339 5,686 6,920 6,924 36,45

Alil mercaptano 10,00 * 1 38,80 1,510 0,333 4,643 3,137 1,532 *
Sulforafano * 0,870 5 80,73 2,110 0,384 4,963 12,92 8,191 67,96
Sulforafeno * 0,660 4 80,73 2,170 0,379 5,051 12,50 7,732 62,69

Dialil Trisulfuro * * 6 75,90 2,650 0,165 5,970 8,334 3,549 *
Indol-3-carbinol 15,10 * 1 36,02 1,360 0,246 4,234 5,623 5,450 78,72
Alil Isotiocianato * 0,650 2 44,45 1,930 0,409 4,891 6,325 1,620 57,46
Fenetil Isotiocianato * 1,360 3 44,45 2,470 0,167 4,904 11,25 3,006 19,91
Fenil Isotiocianato * -1,83 1 44,45 2,09 0,236 4,813 7,947 2,192 53,72
Bencil Isotiocianato b 0,34 2 44,45 2,19 0,193 4,883 7,262 2,574 19,38

@ Para una explicacion de los simbolos referirse al texto; *Compuestos no ionizables
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111.5.EVALUACION DE LA LIPOFILICIDAD DE LOS OSCs Y MODELADO QSRR PARA EVALUAR LAS
INTERACCIONES IAM-OSCs

En esta etapa del trabajo de investigacién se comenzd con el modelado estadistico multivariado de los
datos.

La Quimiometria trata de construir un puente entre los métodos y su aplicacidon en quimica. Entre la gran
cantidad de técnicas de analisis de datos, en la presente seccidn se describirdn brevemente las denominadas
técnicas de analisis univariadas y multivariadas tales como las técnicas de regresion simple y multiple (MLR,
por sus siglas en inglés) respectivamente y también, técnicas de analisis multivariado como la de analisis
discriminante y la denominada “minimo cuadrados parciales” (PLS, por sus siglas en inglés). Tales
metodologias son unas de las mas usadas en los estudios de QSAR y fueron las empleadas en el presente

trabajo.

En el Capitulo I, se presenté la nocidn de que se pueden distinguir dos tipos de modelos: los de regresion,
cuando la variable respuesta es cuantitativa, y los de clasificacion o de reconocimiento de patrones, cuando
se modelan categorias o clases. Estos modelos pueden, o no, ser lineales. Trataremos en primer lugar a los

del primer grupo.

e Andlisis de Regresion Lineal Simple y Multiple (MLR)

De las técnicas mas populares y sencillas para ver que parametros se relacionan mejor con la variable
dependiente; por ejemplo una determinada actividad biolédgica y; en estudios de QSAR. El método de

regresion lineal puede escribirse de la siguiente manera:

y=hy+ D bx + e

donde los parametros bg y b1 son determinados por el método de minimos cuadrados.

En este tipo de andlisis, la relacion, llamada funcién de regresion, se estudia entre una variable dependiente,
Y, Y una Unica variable independiente x, dado un conjunto de datos que incluye observaciones para ambas
variables para una poblacidn en particular. Una funcidon de regresién lineal en los pardmetros (pero no
necesariamente en las variables independientes) se denominara modelo de regresién lineal. De lo contrario,
el modelo se denomina no lineal. Los modelos de regresion lineal con mds de una variable independiente se
denominan modelos lineales multiples (MLR). Al ajustar una linea recta a través de los puntos, se puede

realizar un analisis de regresion lineal simple (Pirhadi, Shiri, & Ghasemi, 2015).
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En el analisis multivariado, una de la decisiones mas importantes es la de utilizar todas las variables x; posibles
o sélo unas pocas. Dependiendo de la complejidad del sistema a analizar, algunos de los métodos usados en
la practica pueden emplear un pequefio numero de variables e ignorar el resto, por razones puramente de
calculo. Por otra parte los métodos multivariados como PLS pueden usar todas las variables disponibles

significativas.

La éptima seleccion de las variables descriptoras (x;) es importante cuando estas son altamente colineales. En
este caso, la utilizacién de todas las variables puede ser inutil y resulta mas adecuado reducirlas en forma
significativa, ya que en este caso hay informacidn reiterativa o repetitiva en muchas de las variables iniciales.
En estos casos, uno de los métodos de mayor aceptacion en la actualidad es el método PLS (Camargo, 2007).
Otra opcidn es encontrar el "mejor subconjunto de variables", dando el modelo éptimo en MLR. Pero probar
todas las combinaciones de variables posibles no es practico cuando el nimero de variables es demasiado
grande. Una alternativa es la seleccién de varias variables ortogonales utilizando algin conocimiento
preliminar o utilizando un sistema de seleccién de variables. En QSAR se han propuesto varios enfoques para
la seleccidon de subconjuntos de variables. Entre ellos, los mds aplicados son los algoritmos evolutivos y
genéticos, las regresiones escalonadas, y la selecciéon hacia adelante, la eliminacidon hacia atras (stepwise
regression). En esta tesis este Ultimo método, junto con conocimiento previos basados en bibliografia sobre
qué tipos de interacciones pueden estar involucradas en el pasaje transmembrana de compuestos orgdnicos,

fueron empleados para el pre-tratamiento de los datos antes del modelado estadistico final.

e Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS)

El método PLS tiene como caracteristica fundamental la reduccidn de la dimensién de la matriz descriptora X
y la matriz de respuesta Y, reemplazando las variables originales con combinaciones lineales de dichas
variables (factores latentes). Este analisis es un procedimiento de modelado que estima simultdneamente los
factores subyacentes en la matriz respuesta Y (variables dependientes), y en la matriz X de variables
independientes. Estos factores son usados para definir un nuevo subespacio en X que mejor ajuste a Y. Las
siguientes ecuaciones expresan el funcionamiento del método PLS:

X=TP + E

Y=UQ + F
Donde los elementos Ty U son matrices llamadas scores de X e Y respectivamente, y relacionan la informacién
de la matriz descriptora X con la matriz de variables dependientes Y, a través de la correlacion que existe en
las matrices de covarianza de X e Y (o sea la maxima elongacidon de los datos originales sobre el nuevo

subespacio originado por los componentes PLS). Los elementos P y Q son matrices llamadas loadings de X e
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Y respectivamente, que indican las coordenadas de los datos iniciales sobre las nuevas componentes PLS. Un
grafico de los loadings en funcidn de las variables originales x;, permite observar cuales de ellas son relevantes
para modelar la variable dependiente (yi). E'y F son las matrices de error asociado al modelado de X e Y para
el modelo PLS. Los scores T no son éptimos para estimar las columnas en X, pero son rotados a fin de poder
describir simultdneamente la matriz Y. El calculo a través de herramientas PLS también da como resultado
una matriz auxiliar conocida como matriz de pesos (W o loadings weight), que expresa la correlacidn entre

las matrices U y Xy es usada para calcular la matriz T.

Cuando las matrices X e Y son utilizadas para estimar los factores PLS, existen entre ellos una nueva relacién,

definida por la siguiente ecuacion:

u=ht+g
donde t y u estadn escritos ahora en letra minuscula porque representan los vectores que dan origen a las
coordenadas de cada unos de los componentes PLS utilizados en el modelo. Por otro lado, b es el término de
relacion interna entre u y t siendo g el error asociado. La Figura Ill.5. muestra como funciona el PLS teniendo

en cuenta las anteriores consideraciones:

v

Figura lll.5. Esquema de funcionamiento del analisis PLS
Fuente: Camargo, 2007
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El PLS opera matematicamente a fin de que las direcciones de los primeros componentes PLS (definidos por
ty u) puedan explicar la mayoria de la variacién de la muestra, siendo esta variacion la informacion relevante
de la misma necesaria para el modelado. Para ello, PLS utiliza las covarianzas del sistema y son las que
definirdn la direccion de maxima elongacion de los puntos y la direccién de los componentes PLS. La
consecuencia de esto es que la informacidén inicial contenida a lo largo de n variables, se ve condensada en
unas pocas nuevas variables ortogonales entre si, con lo cual queda resaltada solamente la informacidn (util
con los primeros componentes PLS y la informacidn redundante queda confinada en los ultimos (definida por
la matriz de errores). Si se seleccionan un niumero elevado de componentes PLS, el modelo se ajustara
adecuadamente pero con el costo de tener incorporado en él gran cantidad de informacion irrelevante
(sobreajuste), con lo cual las matrices de error se hacen pequefias al utilizarse la informacion relevante e
irrelevante. Por el contrario, si el nimero de componentes PLS seleccionado es muy pequefio, se corre el
riesgo de dejar de lado informacién vital del sistema en estudio (subajuste) y las matrices de error del modelo

se tornan grandes (Camargo, 2007).

En general se considera que el analisis PLS es mas realista que MLR para construir modelos de las relaciones
a menudo complicadas entre la estructura quimica y la actividad biolégica. PLS proporciona diagndsticos tales
como validacion cruzada y graficos de puntuacion (score plot), con los graficos de carga (loading plot)
correspondientes, que informan sobre la complejidad del modelo y la estructura de los datos X que no se
pueden lograr con MLR ordinario. Ademas, PLS puede abordar muchas variables descriptivas de estructura

colineal que facilitan la aclaraciéon de la variacidn de estructuras compuestas.

La capacidad del modelo de regresidn PLS para las predicciones futuras se valida generalmente a través de un
procedimiento interno de validacién cruzada que deja uno fuera (leave one out). Para elegir el nUmero 6ptimo
de factores PLS, el valor PRESS (suma de cuadrados del error residual predicho) se monitorea como funcién
de las variables latentes. Se elige el nimero de componentes relacionados con la PRESS minima (Pirhadi et

al., 2015).

e Andlisis Discriminante Lineal (LDA)

A diferencia de los andlisis antes presenteados, este Ultimo se trata de un analisis clasificatorio. En los estudios
QSAR es frecuente tener que enfrentarse con la necesidad de identificar las caracteristicas que permiten
diferenciar a dos o mas grupos de datos, generalmente con la finalidad de poder clasificar nuevos casos como
pertenecientes a uno u otro grupo. El andlisis discriminante permite identificar las caracteristicas que
diferencian (discriminan) a dos o mas grupos y a crear una funcion capaz de distinguir con la mayor precision

posible a los miembros de uno u otro grupo. Para llegar a conocer en qué se diferencian los grupos se necesita
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disponer de informacién (cuantificada en una serie de variables) en la que suponemos que se diferencian. El
analisis discriminante es una técnica estadistica capaz de decirnos qué variables permiten diferenciar a los
grupos y cuantas de estas variables son necesarias para alcanzar la mejor clasificacién posible. La pertenencia
a los grupos, conocida de antemano, se utiliza como variable dependiente (una variable categérica con tantos
valores discretos como grupos). Las variables en las que suponemos que se diferencian los grupos se utilizan
como variables independientes o variables de clasificacion (también llamadas variables discriminantes).

El objetivo ultimo del andlisis discriminante es encontrar la combinacidn lineal de las variables independientes
gue mejor permite diferenciar (discriminar) a los grupos. Una vez encontrada esa combinacién (la funcién
discriminante) podra ser utilizada para clasificar nuevos casos. Se trata de una técnica de andlisis
multivariante que es capaz de aprovechar las relaciones existentes entre una gran cantidad de variables

independientes para maximizar la capacidad de discriminacion.
El planteo del problema consiste:

- Sea un conjunto de n objetos divididos en g grupos {G;; i=1,...,q} de tamanos {ng; g=1,...,q} que
constituyen una particién de la poblacién de la que dichos objetos proceden.
- Sea Y =(Yy,...,,Yp) un conjunto de variables numéricas observadas sobre dichos objetos con el fin de

utilizar dicha informacién para discriminar entre los q grupos anteriores.
Mientras no se diga lo contrario, supondremos que las variables anteriores son cuantitativas.

La discriminacion entre los q grupos se realiza mediante el cdlculo de unas funciones matematicas
denominadas funciones discriminantes. Existen varios procedimientos para calcularlas siendo el

procedimiento de Fisher uno de los mas utilizados.
Los resultados obtenidos se interpretan desde dos dpticas:

- Significado de las dimensiones de discriminacién entre los grupos proporcionadas por las funciones
discriminantes mediante el andlisis de la matriz de estructura y de la de los coeficientes estandarizados de las

funciones discriminantes.

- Analisis del sentido de la discriminacion entre dichos grupos, es decir, averiguar qué grupos separa cada
funcién discriminante y en qué sentido. Este analisis se lleva a cabo mediante representaciones graficas del
espacio de discriminacién asi como de perfiles multivariantes correspondientes a cada grupo (Camargo,

2007).
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En este trabajo de tesis emplearemos estos analisis clasificatorios para realizar estudios QSAR de propiedades
LADME como la permeacién de la barrera hematoencefalica, que en este caso se trataba de una variable

categodrica, como se verd mas adelante en apartados siguientes.

Las herramientas estadisticas y matematicas aqui presentadas sirven varios propdsitos dentro de la
construccion de los modelos QSAR o QSPR en general. En primer lugar, considerando que se trabaja con un
gran nimero de descriptores calculados, un proceso de regresion multiple paso a paso, empleando el
algoritmo forward/selection y backward/elimination resulta necesario para la inclusion o el rechazo de los
descriptores en los modelos examinados. Posteriormente, las relaciones entres los descriptores seleccionados
y las variables de respuestas bioldgicas (o propiedades) se modelan siguiendo alguno de los analisis aqui
citados, eligiéndose cada uno segun las caracteristicas propias que presenten y la tendencia que sigan estas
relaciones (lineales o no). Finalmente, se requieren métodos estadisticos para la validacién del modelo. Una
vez que se logra identificar la mejor solucién matematica, con un nimero apropiado de descriptores
moleculares para predecir la respuesta final evaluada, es indispensable ejecutar diversas pruebas de
validacién multipropdsito, que verifiquen la veracidad, predictibilidad y aplicabilidad del modelo obtenido. Se
pueden aplicar diversas técnicas de validacion interna como la Validacién Cruzada (C-V, por su sigla en inglés
cross-validation) dejar-uno-afuera (LOO, por su sigla en inglés leave one out) y dejar-mas-afuera (LMO, por su
sigla en inglés leave more out), la técnica de Aleatorizacidn-Y, y el Factor de Inflacién de la Varianza (VIF); asi
como, definir el dominio de aplicacién (AD, por su sigla en inglés application domain) del modelo. A través de
estas estrategias se puede caracterizar de forma acertada la bondad predictiva del modelo, requerida para
determinar el grado de aceptacidon del mismo. También se suele contar con un conjunto externo de moléculas
con datos experimentales de la actividad bajo estudio; este conjunto se conoce como prediccion (N pred)
(Reyes, 2020).

Para explicar las complejas relaciones entre moléculas y cantidades observadas, normalmente se abordan
dos enfoques principales: en primer instancia se intenta de descifrar las relaciones entre estructuras
moleculares y propiedades fisico-quimicas, Relaciones cuantitativas estructura-propiedad (QSPR), en este
caso la propiedad se trata de parametros cromatograficos de manera que los llamamos QSRR; y el segundo
entre estructuras moleculares y actividades bioldgicas, Relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR).
En esta seccion discutiremos modelos QSRR para definir la interaccidn de los OSCs con la fase IAM, haciendo

énfasis en la lipofilicidad como parametro fisico-quimico preponderante de estas interacciones.

11.5.1. MATERIALES Y METODOS
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1.5.1.1.  Métodos estadisticos y programas empleados

Se trabajd sobre la base de set de compuestos OSCs presentados en la Tabla lll.1. y sobre los cuales se calculd

los descriptores moleculares discutidos en la seccién 111.4.

El analisis de regresion multiple (MLR) y las proyecciones de minimos cuadrados parciales (PLS) fueron los
métodos seleccionados para construir los diferentes modelos estadisticos entre los pardmetros
cromatograficos IAM y los descriptores estructurales. La determinacién del nimero significativo de
componentes PLS se realiz6 mediante validacion cruzada (cross-validation). El analisis MLR se realizé usando
MINITAB® Release 17, mientras que el andlisis PLS se llevd a cabo usando el software SIMCA-P 7.01 obtenido
de Umetri AB, Umea, Suecia. Para evitar sobreestimaciones o dificultades en la interpretacion de los modelos
resultantes, los pares de variables con r = 0,75 se clasificaron como intercorrelacionadas, y solo una de ellos
se incluyé en el modelo cribado. La capacidad predictiva de los modelos se evalué mediante el coeficiente de
correlacion al cuadrado (R?) y el estadistico F de Fisher (F). En los modelos PLS también evaluamos el
coeficiente de validacidn cruzada (Q?), que se basa en la suma de cuadrados del error de prediccién (PRESS,

por su sigla en inglés de predicted residual error sum of squares).

l1.5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

I1.5.2.1.  Determinacion de la lipofilicidad de los OSC mediante IAM y pardmetros

fisicoquimicos

Primero, estudiamos la capacidad de la fase IAM para evaluar la lipofilicidad de las OSCs. El coeficiente de
particion n-octanol/agua, simbolizado log P, es conocido como uno de los principales parametros para estimar
la lipofilicidad de un compuesto y sus propiedades farmacocinéticas, entre ellas la permeabilidad (Barbato,
2006). Por lo tanto, se estudid la medida en que los valores de log k'lAM estaban relacionados con los valores
calculados de log P. Los valores de dicho coeficiente se obtuvieron de la herramienta web SwissADME.

En las Tablas 1ll.2. y Ill.3 se muestran los datos cromatograficos y los correspondientes parametros

fisicoquimicos de los compuestos en estudio.

Tabla Il1.3. Factores de capacidad cromatografica de los OSCs en fase IAM

0SCs log (k'IAM)
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Propil Disulfuro 0,913
Isoaliina -0,734
Aliina -1,102
S-alil-L-cisteina -1,710
S-propil-L-cisteina -1,645
S-metil-L-cisteina -1,322
Metiina -1,922
2-Vinil-4H-1,3-ditiina 0,237
Dialil disulfuro 0,554
Etil disulfuro 0,420
Dimetil disulfuro -0,017
Etil sulfuro -0,099

Alil metil sulfuro -1,021
E-Ajoeno 0,022
Z-Ajoeno 0,015

Dialil sulfuro 0,222
Metil Propil Trisulfuro 0,810
Furfuril disulfuro 0,713
Alicina -0,409

Alil mercaptano -0,197
Sulforafano -0,514
Sulforafeno -0,521
Dialil Trisulfuro 0,781
Indol-3-carbinol -0,204
Alil Isotiocianato 0,118
Fenetil Isotiocianato 0,663
Fenil Isotiocianato 0,746
Bencil Isotiocianato 0,571

En este caso, construimos un modelo MLR basado en iLOGP (Log P implicito). Este parametro es un valor
calculado correspondiente al descriptor del coeficiente de particion n-octanol / agua basado en el enfoque
GB / SA. Ha demostrado ser un parametro fisicoquimico eficiente que muestra una fuerte correlacion lineal
entre la energia libre de solvatacion calculada en solventes implicitos y el log P, ;w experimental en mas de
17.500 moléculas (Daina, Michielin, & Zoete, 2014). La ecuacién de regresién usando el conjunto completo
de compuestos fue:

(1) log kK’ (IAM) = - 2,08 (0,2484) + 1,02 (0,1284) iLOGP

(0,000) (0,000)
R?=0,721; R?(cv) = 0,683; s = 0,444; n = 28; F = 67,29; Wiocr = 0,8492
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En la ecuacién (1) y las siguientes ecuaciones, n es el nimero de compuestos, s es la desviacidn estandar, R?
es el coeficiente de correlacion al cuadrado, R? (cv) es el coeficiente de validacion cruzada al cuadrado y F es
el estadistico F de Fisher. Los valores entre paréntesis corresponden a las desviaciones estandar y los valores

p de los coeficientes, y el término W representa el coeficiente de regresidn estandarizado.

La calidad estadistica del modelo es adecuada como se ve en la calidad de ajuste y capacidad predictiva,
expresada por los coeficientes R? y R%cv, respectivamente. Sin embargo, se deben considerar algunos aspectos
para mejorar aun mas las estadisticas de la ecuacion (1). La relacion entre los valores de log k '(IAM) e iLOGP
se muestra en la Figura Ill.6. Alli, es posible distinguir diferentes subgrupos de compuestos, marcados por
diferentes colores, correspondientes a OSCs no ionizables (principalmente compuestos con grupos sulfuros),
0SCs ionizables (ACSOs y compuestos que contienen cisteina), compuestos con grupos sulféxidos (alicina,
sulforafano/eno, EZ-ajoeno) y dos casos especiales (13C y AMS). Esto sugiere una divergencia entre los
diferentes compuestos que puede deberse a las diferentes interacciones de los grupos sulféxido, tanto con la

fosfatidilcolina en la fase IAM, como con el octanol cuando consideramos la particién octanol-agua.

Scatterplot of log (k'iam) vs iLOGP
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Figura lll.6. Relacion entre log k’(IAM) e iLOGP para los 28 OSCs
Clave: ® Compuestos organoazufrados no ionizables ¢ Compuestos organoazufrados ionizables

eCompuestos con sulféxidos ® Observaciones inusuales
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Los resultados obtenidos del modelo de regresién mostraron que aunque hubo un ajuste adecuado entre las
variables iLOGP y log k'lAM (ambos pardmetros fisicoquimicos llevan informacion similar con respecto a la
lipofilicidad), no codifican la misma informacidn con respecto a interacciones especificas, como se muestra a
continuacién. Este hecho concuerda con otros reportes (Grumetto, Russo, & Barbato, 2015b; Russo et al.,
2017) que propusieron que cuando un compuesto es ionizable y/o presenta un area de superficie polar 7 0,
las interacciones con las dos fases de particion, es decir el n-octanol y los fosfolipidos se ven afectados de
manera diferente por las fuerzas de interaccidn electrostatica y polar llevadas a cabo por los OSCs. Por tanto,
se puede concluir que el equilibrio entre los efectos polares e hidréfobos en los OSCs no es el mismo hacia las
fases n-octanol e IAM. La Figura lll.6. apoya esta idea, donde estas interacciones intermoleculares "extra" se
vuelven indirectamente visibles, debido a la divergencia observada entre las diferentes clases de compuestos.

En vista de esto, parece razonable considerar un mecanismo de interaccién comun entre los compuestos que

contienen grupos sulféxido, que algunos de ellos, a su vez, presentan grupos cargados y diferentes valores de
pKa (ver Tabla 1ll.2), y los fosfolipidos constituyentes de la IAM. Este hecho explica el modesto ajuste
observado entre los pardmetros log k '(IAM) e iLOGP, lo que indica la insuficiencia del sistema de particién de
octanol para imitar las complejas interacciones entre la fase IAM y las formas ionizadas de los OSCs en estudio.
En este punto, es importante resaltar que no abordamos la evaluacién de log D porque, al pH experimental

utilizado durante el andlisis cromatografico de las OSC, los valores de log D y log P eran los mismos.

Todos estos resultados nos dieron la pauta para seguir explorando otros descriptores moleculares para
explicar el comportamiento de retencion de los OSCs en la fase IAM de manera adecuada, como se tratard a

continuacion.

11.5.2.2.  Modelos QSRR para evaluar las interacciones de los OSC con la fase IAM

Se construyeron varias ecuaciones QSRR para evaluar las interacciones intermoleculares fundamentales que
gobiernan la retencién de las diferentes OSC en las fases IAM. Como se muestra en la seccion anterior, la
lipofilicidad es un factor esencial a considerar en los modelos de relaciones cuantitativas estructura-retencién
(QSRR). Sin embargo, dado que la lipofilicidad puede describirse por la contribucidon de dos componentes, a
saber, el tamafio molecular y la polaridad molecular, se examinaron modelos que incorporaron ambas
propiedades moleculares. A partir de un Analisis de Regresién por Pasos y utilizando el parametro VIP
(importancia de la variable en la proyeccién), se seleccionaron diferentes descriptores y se construyé un MLR,
asi como un modelo PLS, con base en el mejor subconjunto de pardmetros estructurales. A partir del analisis

de los resultados obtenidos, y como se discutié anteriormente, las interacciones polares especificas fueron
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mejor modeladas por dos descriptores electronicos, la Electronegatividad de Mulliken y la Carga Negativa
Relativa (RNCG_1). La mejor ecuacidn de regresion, que incluyé el parametro iLOGP, fue:

(2) log k’ (IAM) = - 3,40 (0,4967) + 0,633 (0,1188) Mulliken Electronegativity
(0,000) (0,000)

-2,61 (0,5974) RNCG_1 + 0,876 (0,0807) iLOGP — 0,201 (0,0251) Rotatable bonds
(0,000) (0,000) (0,000)

R? = 0,936; R(cv) = 0,907; s = 0,226; n = 28; F = 84,1;
Wiioge = 0,726; Wik etec, = 0,362; Wrot Bonas= - 0,481; Wrnee_1 = -0,252

Esta ecuacién es altamente significativa y no existen fuertes intercorrelaciones entre los descriptores
moleculares seleccionados, lo que es fundamental para alcanzar una correcta interpretacion fisicoquimica.
Un punto interesante a destacar en esta ecuacion es una mejora en los parametros estadisticos al comparar
con la ecuacion (1), lo que sugiere no solo una mejor capacidad predictiva sino también, como se hipotetizo,
gue las interacciones especificas con respecto al comportamiento de las OSC en la fase IAM surgen

precisamente de los otros términos que se agregan al modelo, ademads de iLOGP.

Como forma alternativa de evaluar la confiabilidad y robustez del modelo QSRR, realizamos un enfoque
estadistico diferente, utilizando los mismos descriptores incluidos en el modelo MLR. En consecuencia,
realizamos el analisis de descriptores moleculares mediante regresién de minimos cuadrados parciales. La
significancia estadistica de los modelos derivados QSRR-PLS se evalué mediante la varianza de las matrices X
e Y (R2X y R2Y), el coeficiente de correlacién cuadrado (R-Sq), la desviacidn estandar (RMSS) y el estadistico
F. La capacidad predictiva se evalué mediante el coeficiente de validacién cruzada (Q), que se basa en la suma
de cuadrados del error de prediccién (PRESS). La estadistica PRESS se calcula como las diferencias cuadradas
entre los valores observados y predichos cuando las observaciones se mantienen fuera del modelo derivado

(J. M. Luco et al., 2003).

El modelo se construyd utilizando el conjunto total de OSC, lo que resultd en dos componentes
estadisticamente significativos (CPLS), cuyos parametros se detallan en la Tabla Ill.4. Como se muestra en la
Figura llIl.7., la concordancia entre los datos medidos y calculados del modelo PLS derivado es muy
satisfactoria. También hubo una tendencia lineal de los residuales al observar la grafica de probabilidad
normal de dichos valores (Datos no mostrados), lo que indica que los términos de error se distribuyeron

normalmente.

Tabla Ill.4. Parametros estadisticos del modelo PLS resultante de las interacciones de los OSCs en fase

IAM
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Comp. R2X .
(CUM) R2Y(CUM) Q2(CUM) RMSS F statistical
CPLS-1 0.452 0.749 0.712
8.60 175.46
CPLS-2 0.675 0.933 0.614

(R-5q=0.9335) (Q=0.8886)
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Figura lll.7. Relacion entre los valores observados y calculados utilizando el enfoque PLS para log k'IAM.

El dnico compuesto que mostré un comportamiento atipico fue el AMS, que al observar los residuales
estandarizados, mostré mds de dos desviaciones estandar con respecto a la tendencia centralizada del resto
de los compuestos (Figura 111.8.). Asi, considerando este valor atipico, se construyé un segundo modelo PLS
sin AMS (compuesto 14), y como se esperaba, el modelo PLS -con dos componentes- mejord la calidad

estadistica (R-Sq = 0,953; Q = 0,763; F = 240,76).
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Figura 111.8. Grafico de N-probabilidad de los residuos del modelo PLS (QSRR-IAM)

Respecto a la interpretacion de los modelos, lo primero que se desprende es la relacidn directa entre el log
k’lIAM y el pardmetro de lipofilicidad. A su vez, el signo del coeficiente de iLOGP, el cual es positivo, indica que
al aumentar la lipofilicidad aumentaria también la retencién de los compuestos en esta fase estacionaria, lo
cual es esperable. Por otro, lado, las interacciones polares especificas se modelaron mejor mediante dos
descriptores electrdnicos, la electronegatividad de Mulliken y la carga negativa relativa (RNCG_1). Estos
resultados estan de acuerdo con los hallazgos de otros autores, quienes han demostrado que las propiedades
moleculares polares / electrostaticas afectan la particion fosfolipidos-analito (Grumetto et al., 2015b; Russo
et al., 2017). Al analizar el signo de cada uno de estos descriptores en el modelo, lo que vemos es que la
electronegatividad de Mulliken presenta una relacion directa con los k'lAM, mientras que hay una relacion
inversa entre log k'IAM-RNCG_1. En el primer caso, la relacidon directa nos indica que mientras mas
electronegatividad mayor rentencién. Los valores valores mdas grandes de electronegatividad, son
caracteristicos de los aceptores de electrones (este seria el caso de los polisulfuros), mientras que los
donantes de electrones exhiben valores mas pequefios de electronegatividad (grupos cisteinicos). Por tanto,
estos parametros pueden explicar las interacciones de los enlaces de hidrégeno entre los analitos y la fase
cromatografica (Buszewski et al., 2020). En otra linea de conceptos, la relacién entre la carga atdmica negativa
maxima y la carga negativa total en la molécula, expresada por RNCG puede explicar también la capacidad de
formacién de enlaces de hidrégeno de las moléculas. El signo negativo del efecto medio para este descriptor
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indica que la tendencia de los analitos a retenerse en la fase estacionaria aumenté al disminuir la carga

negativa relativa en la molécula.

La presencia del descriptor de Niumero de Enlaces Rotables (Rotatable Bonds) en el modelo requiere una
discusidn por separado. En el sentido mds general, se puede considerar que transmite informacidn sobre la
flexibilidad molecular y, curiosamente, esta propiedad parece estar también involucrada en el proceso de
retencién de IAM. La flexibilidad molecular juega un papel importante cuando se analizan los farmacos
administrados por via oral, ya que se ha informado que el aumento del recuento de enlaces rotables (lo que
significa una mayor flexibilidad molecular) afecta negativamente la tasa de permeacion (J. J. Li, Holsworth, &
Hu, 2003). De esta forma, nuestros resultados concuerdan con esto ultimo, ya que el signo negativo de la
variable de enlaces rotables en los modelos desarrollados sugiere que a mayor flexibilidad molecular, menor
interaccion con la fase IAM y, en consecuencia, menor tiempo de retencién podria ser observado. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que la rigidez molecular es un tema mucho mds complejo que el simple
recuento de enlaces rotables. Por lo tanto, la apariciéon de esta propiedad molecular en los modelos sugiere

la importancia de las restricciones conformacionales en la particién OSC-IAM.

IIl.6. MODELOS QSAR PARA EVALUAR PARAMETROS DE PERMEABILIDAD DE LOS OSCs EN
ESTUDIO

Hoy en dia, los modelos QSAR van mas alla de la simple prediccién de la actividad modelada, sino que buscan
brindar una posible interpretacion del fenédmeno responsable de la respuesta, y deducir algunos aspectos del
mecanismo de accidn involucrado, basandose en datos experimentales o predichos de otras respuestas
finales asociadas con la actividad evaluada (Reyes, 2020). Estos principios son los que han guiado la presente
tesis, por lo que una vez que se aclararon los factores moleculares que gobiernan la retencidn de los OSCs en
la columna de IAM, evaluamos el rendimiento predictivo y buscamos adentrarnos en los mecanismos

moleculares a partir de los datos de retencién de IAM respecto algunos parametros de permeabilidad.

Con este fin, se investigaron el porcentaje de absorcién gastrointestinal humana (% HIA), la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica (BBB) y la permeabilidad de la piel (Log KP), frente a los OSCs bajo estudio.
Cabe destacar que no hay datos experimentales de permeabilidad para estos OSCs en la literatura.
Consecuentemente, se trabajé con datos obtenidos in silico calculados con la herramienta web SwissADME y
la aplicacién basada en la webpage preADMET. Para asegurar la confiabilidad de estos valores predichos,
primero verificamos que nuestro conjunto de datos de OSCs perteneciera a cada espacio predictor que admite

los correspondientes valores de piel de HIA, BBB y KP obtenidos de los servidores web.
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Como lo muestran en su trabajo Kar, Roy, & Leszczynski, 2018, para analizar en qué medida se puede confiar
en la prediccién de un determinado modelo para un compuesto de consulta, en nuestro caso para los OSC
objetivo, es necesario evaluar el dominio de aplicabilidad (AD) de ese modelo QSAR en particular. En este
sentido, es importante reconocer que los QSAR estan asociadas con restricciones en términos de
agrupamiento de estructuras quimicas, propiedades fisicoquimicas y mecanismos de accién para los cuales
los modelos pueden producir predicciones confiables. Para evaluar el espacio AD de un modelo especifico,
los enfoques AD siguen un rango en valores de descriptores o hipdtesis basadas en la distancia. En base a
estos conceptos se trabajé en este apartado para estimar la utilidad de la fase IAM en el estudio de la

permeabilidad celular.

11.6.1. MATERIALES Y METODOS

I11.6.1.1.  Descriptores moleculares y datos ADME

Se trabajé sobre la base de descriptores moleculares calculados para los 28 OSCs (Tabla lll.1.) empleando los
programas Dragon vs 3.0., y la plataforma web del entorno de modelado quimico en linea (OCHEM),

procediendo como se indicé en el apartado 111.4.1.2.

Para evaluar los parametros de permeabilidad de los OSCs bajo estudio, se obtuvieron varias propiedades
calculadas de la herramienta web SwissADME vy la aplicacion web preADMET (© 2005-2017 BMDRC. |
Disefiado por Y.-M. Kang). Se investigaron la absorcion gastrointestinal humana (HIA%), la permeabilidad de

la barrera hematoencefalica (BBB) y la permeabilidad de la piel (Log Kp).

Para asegurar la confiabilidad de los datos in silico sobre HIA, pasaje BBB y Kp de la piel, calculados a partir de
las plataformas web SwissADME y preADMET, se analizo el espacio predictor de cada plataforma. Al hacerlo,
se puede probar el dominio de aplicabilidad (AD) de cada modelo QSAR que sirve para calcular los valores de
prediccidn ofrecidos en las herramientas web. Los sistemas de prediccidn in silico cuentan con la capacidad
de evaluar si una molécula de consulta es parte del AD del modelo desarrollado o no vy, por lo tanto, brindan
una sensacidon mejorada de confiabilidad a nivel de prediccion individual (Kar et al., 2018). Para ello, se
calcularon una serie de descriptores fisicoquimicos, tanto para cada uno de los compuestos que componen
el espacio predictor asociado a cada respuesta de permeacion (241 compuestos del conjunto de datos para
construir el modelo de permeacién de HIA (Zhao et al., 2001), 260 compuestos del conjunto de datos utilizado

para calcular el pasaje BBB (Daina & Zoete, 2016), y 96 compuestos del conjunto de datos para calcular K, piel,
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asi como para nuestros 28 OSC. A partir de estos datos, luego realizamos un PCA, y se evalud si nuestros OSCs

pertenecian al espacio predictivo generado por los compuestos utilizados en dichas plataformas.

I1.6.1.2.  Métodos estadisticos y programas empleados

Teniendo en cuenta los modelos QSAR para evaluar los parametros de permeabilidad, utilizamos TableCurve
2D® para construir un modelo no lineal de curve-fitting para HIA vs.log k'lAM. MINITAB® Release 17 para
llevar a cabo un andlisis discriminante para evaluar la permeabilidad BBB, mientras que la permeacidn en piel
se evalué mediante un analisis PLS (software SIMCA-P 7.01). El Analisis de Componentes Principales para
verificar los OSC pertenecientes al espacio predictor de cada respuesta de permeacion segun las diferentes

plataformas web se realizé utilizando MINITAB® v.17.

111.6.2. RESULTADOS Y DISCUSION

111.6.2.1.  Capacidad de la fase IAM para evaluar la Absorcion Intestinal Humana (HIA%) de los
0SCs

Uno de los usos mas extendidos de las fases IAM consiste en la estimacidon de pardmetros relacionados con
la Absorcién Intestina Humana (HIA). La via oral generalmente se considera la via mas conveniente de
administracién de compuestos con principios activos. Por esta razén, algunas de las propiedades
fisicoquimicas mas importantes que se evalluan actualmente al comienzo del disefio de farmacos o
suplementos nutracéuticos, son la solubilidad acuosa, la permeabilidad intestinal y la biodisponibilidad oral.
Una forma posible de evaluar las propiedades fisicoquimicas relacionadas con ADME es confiar en ensayos in
vitro. Por ejemplo, las células Caco-2 o MDCK, y los ensayos de permeacién de membranas artificiales
paralelas (PAMPA), junto con cromatografia liquida utilizando fases especiales estacionarias o méviles (por
ejemplo, la basada en membranas artificial inmovilizadas, IAM), las cuales han demostrado su eficacia para
simular procesos de transporte en numerosos trabajos publicados (J. M. Luco et al., 2003; Talevi et al., 2011,
Yen et al., 2005). Estas técnicas apoyadas en el uso de herramientas estadisticas han dado lugar a la

posibilidad de predecir HIA desde sus implicancias moleculares.

Para evaluar la efectividad de la fase IAM en la prediccién del porcentaje de absorcidn intestinal humana

(HIA%), construimos varios modelos QSAR basados en el andlisis MLR. Dado que existe una falta de
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informacidn sobre los valores de HIA de compuestos organoazufrados in vivo, utilizamos valores calculados

obtenidos de la aplicacion web preADMET (Tabla lll.5.).

Tabla I11.5. Datos de permeabilidad calculados in silico para los OSCs bajo estudio

BBB
log K» (cm/s) permeacion
Propil Disulfuro 98,14 -5,30 Si
Isoaliina 73,04 -9,83 No
Aliina 81,97 -8,75 No
S-alil-L-cisteina 73,04 -9,89 No
S-propil-L-cisteina 78,54 -8,59 No
S-metil-L-cisteina 74,08 -9,06 No
Metiina 62,66 -10,25 No
2-Vinil-4H-1,3-ditiina 98,17 -5,55 Si
Dialil disulfuro 98,17 -5,63 Si
Etil disulfuro 97,83 -5,88 Si
Dimetil disulfuro 97,18 -5,62 Si
Etil sulfuro 100,00 -5,47 Si
Alil metil sulfuro 100,00 -5,76 Si
E-Ajoeno 99,31 -6,52 No
Z-Ajoeno 99,31 -6,52 No
Dialil sulfuro 100,00 -5,46 Si
Metil Propil Trisulfuro 98,30 -5,65 Si
Furfuril disulfuro 98,91 -6,19 Si
Alicina 98,31 -6,36 Si
Alil mercaptano 96,87 -5,93 Si
Sulforafano 97,88 -6,38 No
Sulforafeno 98,34 -6,32 No
Dialil Trisulfuro 98,99 -5,51 Si
Indol-3-carbinol 89,06 -6,45 Si
Alil Isotiocianato 98,09 -5,19 Si
Fenetil Isotiocianato 97,81 -4,83 Si
Fenil Isotiocianato 98,00 -4,80 Si
Bencil Isotiocianato 97,91 -4,97 Si

Primero, evaluamos la confiabilidad de los datos preADMET en relacién con nuestros OSCs. Considerando el
conjunto de datos de Zhao et al., 2002 -241 moléculas- usado para construir el modelo HIA-QSAR que soporta
valores de prediccién del servidor web preADMET, calculamos varios descriptores como nHBAcc; nHBDon;

MLogP; McGowan_Volume; TopoPSA; MW; AMW; y XLogP. También calculamos estos parametros
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correspondientes a nuestro conjunto de OSCs. Los descriptores evaluados fueron resultado de un analisis de
seleccion de descriptores previo, y de bibliografia relacionada. Luego llevamos a cabo un PCA, ya que el
Andlisis de Componentes Principales ha demostrado ser un enfoque vdlido para evaluar el espacio AD de un
modelo QSAR (Kar et al., 2018). Los resultados se muestran en Anexos, seccion F. En resumen, fue posible
confirmar los OSCs que pertenecen al espacio de prediccion de datos original que admite valores de servidor
web preADMET. El grafico de distancia de Mahalanobis (Figura VI.14.) sirve para probar el enfoque anterior,
donde se puede ver que los OSCs mostraron una distancia de Mahalanobis aceptable. La distancia de
Mahalanobis mide la distancia desde cada punto en el espacio multivariado hasta la media general o el
centroide, utilizando la estructura de covarianza de los datos. Todos estos resultados sirven para asegurar
que los valores predichos de los OSC en estudio eran realmente confiables para construir los modelos QSAR

que se trataran seguidamente (Minitab v.17; Minitab Inc .; State College, PA 2010).

Centrandonos en nuestros modelos QSAR, considerando una estimacion lineal, se encontré una mala
correlacién estadistica para los OSC objetivo (S = 6,04354; R-Sq (adj) = 46,8%; PRESS = 371,285; F = 6,27). Por
lo tanto, segun los resultados anteriores y la disposicion de los OSCs al graficar log k '(IAM) frente a HIA (Figura
111.9.), se realizé una estimacion no lineal para modelar los datos. En este caso, empleando la TABLE 2D ® se
obtuvo una funcidn exponencial con buen ajuste estadistico. La ecuacion de regresion resultante fue:

(3) HIA (%) = 93,0 (2,494) -7,66 (1,202) [log K’ (IAM)]? + 4,60 (1,613) e llog  (AM)]
(0,000) (0,000) (0,009)

R?=0,763; R?(cv) = 0,713; s = 5,381; n = 28; F= 40,35
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Figura 111.9. Modelo QSAR no lineal que muestra la relacién entre log k ’(IAM) y HIA (%).

Aligual que lo propuesto por Taleviy sus colegas (Talevi et al., 2011), la estimacién no lineal explicé una mejor
particién OSCs-IAM. Ademas, Yen et al., 2005 han discutido que cuando las moléculas contienen uno o mas
grupos ionizables, su lipofilicidad cambia con respecto al pH dando como resultado una relacién no lineal con
la absorcidn gastrointestinal. Sin embargo, considerando los resultados de los modelos QSRR y basados en el
diagrama de dispersion de OSC de HIA (%) vs log k 'IAM), es posible ver que log k' (IAM) describe un mejor

comportamiento de compuestos neutros (Ermondi et al., 2018a).

Aungque se logré una estimacion razonable para modelar el comportamiento de los OSCs con respecto a HIA,
en particular, se observé una desviacion en el ajuste debido al comportamiento de los OSCs ionizables (ACSO,
compuestos que contienen cisteina e 13C). En este sentido, informes anteriores han tratado los compuestos
ionizables por separado en funcién de sus valores de lipofilicidad y la apariciéon de fuerzas de interaccidn
intermolecular polary / o electrostatica (Grumetto et al., 2015b; Russo et al., 2017), por lo que para un mejor
ajuste de las estimaciones, estos compuestos se modelaron por separado. En este caso, se llevd a cabo un
analisis de regresion simple y linear fitting para los siete compuestos ionizables. Como indicaron Russo et al.,
2017, el area de superficie polar es un factor critico para modelar HIA cuando se trata de compuestos
ionizables, ya que las fuerzas de interaccion electrostatica y polar afectan la particion analito-fosfolipido. Por
lo tanto, el Area de Superficie Polar Total (denominada TPSA_1 para diferenciarlo del acrénimo TPSA - Area

de Superficie Polar Topolégica) se consideré en el modelo de la siguiente manera.
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(4) HIA ionizable OSCs (%) = 100 (4,182) - 0,143 (0,023) TPSA_].
(0,000) (0,000)

R?=0,884; R*(cv) = 0,837; s = 3,087; n = 7; F = 38,20; Wrpsa_1=-0,940
La Figura I11.10. muestra la relacion entre HIA (%) y el area de superficie polar total (TPSA_1) para los

siguientes compuestos: aliina, isoaliina, metiina, S-alil-L-cisteina, S-metil-L-cisteina, S-propil-L -cisteina e
indol-3-carbinol.

Fitted Line Plot
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Figura 111.10. Diagrama de dispersion y Fitted Line Plot de OSC ionizables que muestra la relacion de HIA vs
TPSA_1

Este modelo por separado de compuestos ionizables muestra que el drea de superficie polar total (TPSA 1)
explica mejor el comportamiento de los compuestos que contienen sulféxidos y cisteina, cuya permeacion de
HIA se ve reducido en comparacién con los otros OSCs. Este descriptor ya ha sido probado como parametro
molecular fundamental para describir las interacciones electrostaticas / polares en el proceso de absorcion
(Grumetto et al., 2015b; Russo et al., 2017). Singh & Singh, 2010 han encontrado resultados similares con
respecto a la estimacion de la HIA de ACSO, que mostré capacidades de permeacidon moderadas, y también

discutieron la importancia de las interacciones de la superficie polar en este asunto. En breve, la particién de
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los compuestos en la membrana celular, durante el transporte pasivo, se ha expuesto como un proceso de
dos pasos. En el primer paso, la lipofilicidad impulsa los compuestos hacia la bicapa de fosfolipidos. Por otro
lado, en el segundo paso, el fdrmaco se transfiere al interior de la bicapa de fosfolipidos y las principales
interacciones entre la bicapay las partes polares de un soluto estdn relacionadas con los enlaces de hidrégeno
y la polaridad. Por lo tanto, la tasa de permeacién depende principalmente de descriptores moleculares
simples como la capacidad de enlace de hidrégeno, la lipofilicidad, el tamaio y la carga de la molécula. En
este sentido, el area de superficie polar (PSA), que generalmente se asume que esta relacionada con la
capacidad de enlace de hidrégeno, se convierte en un excelente predictor de la permeabilidad pasiva de la

membrana, especialmente para compuestos ionizables y / o polares (Artursson & Bergstrom, 2003).

11.6.2.2. Modelado QSAR para evaluar la permeacion en la barrera hematoencefélica (BBB) de
los OSCs

Para seguir en linea con la puesta a prueba de la fase IAM en la estimacion de la permeabilidad celular, y dado
que la cromatografia IAM se ha aplicado con éxito a las predicciones de permeabilidad de farmacos a través
de la barrera hematoencefalica (J. Luco & Marchevsky, 2006), se construyé también un modelo QSAR basado
en parametros de fase IAM para evaluar la permeabilidad de la barrera hematoencenfalica (BBB, por sus siglas

en inglés Blood-Brain Barrier) de los OSCs objetivo.

Reconociendo que no hay datos empiricos BBB reportados para OSC, el modelo BBB-QSAR se construyé
utilizando datos estimados de la herramienta web SwissADME. La confiabilidad de los datos de permeabilidad
BBB de SwissADME con respecto a nuestros OSCs se evalud siguiendo los pasos discutidos anteriormente en
la seccion I111.6.1.1. Los resultados de un PCA que incluyen varios parametros fisico-quimicos (nHBAcc;
nHBDon; MLogP; McGowan_Volume; TopoPSA; MW; AMW,; XLogP) se muestran en Anexos, seccion G. El
analisis de componentes principales mostré que nuestro conjunto de datos de los OSCs en realidad pertenece
al espacio predictor de permeaciéon BBB generado a partir de las 260 moléculas utilizadas para desarrollar el
modelo QSPR de permeacién BBB por SwissADME (Daina & Zoete, 2016), por lo tanto, los datos de

permeacién BBB de OSCs de SwissADME podrian usarse para construir el modelo QSAR correspondiente.

Los datos de permeacién de BBB de SwissADME muestran qué compuesto podria permear BBB (marcado
como valor Si -1-, en la Tabla III.5) y cual no (marcado como valor No -0-, en la Tabla 1ll.5). Dado que la
permeacién de BBB era una variable categérica, se llevd a cabo un analisis discriminante mediante validacidn
cruzada. La variable de agrupacién fue la permeacidn BBB, mientras que los predictores fueron log k ’(IAM) y

TPSA (Area de superficie polar topoldgica), la eleccién de este ultimo en base a bibliografia. La capacidad
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discriminante se evalué mediante el porcentaje de clasificaciones correctas, y la calidad de la funcion
discriminante se evalué mediante el parametro de Wilks, A, que se obtuvo mediante un andlisis multivariado
de varianza que prueba la igualdad de medias de grupo para la variable en el modelo discriminante. La funcién

de discriminacién estandarizada fue:

(5) DF standara= — 0,716667 log k’ (IAM) + 0,901356 TPSA

F =54,425; Wilks’ lambda (A) = 0,18678; P (valor) = 0,0000; n = 28

La ecuacién DF es altamente significativa como muestra el p-valor, P <0,00001, y entre las 28 observaciones
utilizadas para ajustar el modelo, 28 (0 100,0%) se clasificaron correctamente. La tasa de clasificacién correcta
se evalué mediante validacidn cruzada y se obtuvo un 100% (28 de 28). La Figura Ill.11. traza la relacion entre
log k '(IAM) vs. TPSA, considerando la distribuciéon de OSCs usando la permeacidon BBB como la variable de
clasificacidon de agrupamiento. Alli, es posible observar dos grupos diferentes: compuestos organoazufrados

que permean BBB (grupo 1) y compuestos organoazufrados que no permean BBB (grupo 0).
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Figura lll.11. Diagrama de dispersidon que muestra la relacion entre log k ’(IAM) vs. TPSA considerando la

distribucion de OSCs usando la permeacién BBB como la variable de clasificacion de agrupamiento.
0SCs que permean BBB (grupo 1) y OSCs que no permean BBB (grupo 0).
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El uso del parametro log k '(IAM) fue necesario para obtener un modelo clasificatorio razonable, pero no fue
suficiente para explicar completamente la permeacion OSC-BBB. Por lo tanto, la combinaciéon de log k '(IAM)
y el area de superficie polar topoldgica (TPSA) produjo el mejor modelo clasificatorio OSC-BBB. El TPSA
también se ha relacionado con modelos de permeacion de BBB en varias investigaciones (Janicka, Sztanke, &
Sztanke, 2020; J. M. Luco, 1999; J. Luco & Marchevsky, 2006) mostrando que el area de superficie polar es

uno de los factores mds importantes que determinan el paso de moléculas a través de BBB.

[1.6.2.3.  Evaluacioén de la capacidad de la fase IAM en la permeacion en piel de los OSCs

Para estudiar la influencia de las estructuras quimicas de los OSCs en la permeabilidad de la piel se llevd a
cabo un andlisis PLS. Para ello, se utilizaron varios valores calculados obtenidos de la herramienta web
SwissADME, incluido log Kp, un coeficiente de permeabilidad de la piel resultante de un modelo de relacién
cuantitativa estructura-propiedad construido por Potts y Guy, 1992 (Potts & Guy, 1992). Asi como se procedid
en las secciones anteriores , verificamos si nuestro conjunto de datos de OSC pertenecia al espacio de
prediccién de datos utilizado para construir valores de prediccion de Kr en la herramienta web SwissADME.
Estos resultados se muestran en la Anexos, seccion H.

Como indicador de polaridad y tamafio, y dado que estas propiedades mostraron influencia en otros modelos
in-silico de permeabilidad cutanea (Guth et al., 2014), también se considerd en este modelo como predictor
el descriptor TPSA (Topological Polar Surface Area). Los otros descriptores que se utilizaron aqui fueron Tm_1
(descriptor WHIM) y TE1 (descriptor de carga), que resultaron de un analisis de regresion escalonada vy el
parametro VIP (importancia de la variable en la proyeccion). La significancia estadistica de los modelos QSAR-
PLS se evalué mediante la varianza de las matrices X e Y (R2X y R2Y), el coeficiente de correlacién cuadrado
(R-Sq), la desviacién estandar (RMSS) y el estadistico F. La capacidad predictiva fue evaluada por el coeficiente
de validacidn cruzada (Q). Se utilizé el conjunto completo de OSCs, resultando en dos componentes
estadisticamente significativos (CPLS), cuyos pardmetros se detallan en la Tabla 1l.6. Los Coeficientes de

Regresion obtenidos se muestran en la Tabla 111.7.

Tabla lll.6. Parametros estadisticos del modelo PLS resultantes de la permeabilidad cutanea log Kr de

OSCs con fase IAM y parametros fisico-quimicos.
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Comp. R2X(CUM) R2Y(CUM)  Q2(CUM) RMSS F statistical
CPLS-1 0.611 0.814 0.791
38.87 142.94
CPLS-2 0.902 0.920 0.897

(R-Sq=0.9196) (Q=0.897)

Tabla lll.7. Coeficientes de regresion PLS de la permeabilidad cutanea de OSCs

log Kp (cm/s) log K (cm/s)
Estandarizada
Constante -49,401 0,000
Log k’ (IAM) 1,046 0,531
TPSA -0,023 -0,349
TE1 -0,152 -0,293
Tm_1 0,112 0,237

Graficamente, se puede observar en la Figura 1l1.12. una alta concordancia entre los valores de permeabilidad
cutanea de log Kr observados y los correspondientes calculados derivados del modelo PLS. También hubo una
tendencia aproximadamente lineal de los residuales al observar la grafica de probabilidad normal de dichos
valores (Figura 111.13.), lo que indica que los términos de error se distribuyeron normalmente, a excepcion de

la isoaliina (compuesto 2), que mostré mas de 2 desviaciones estandar de la tendencia central del resto de
0SCs.
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Figura lll.12. Relacion entre los valores de permeabilidad cutdnea log K» reales y calculados utilizando el
enfoque PLS
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Figura 111.13. Grafico de N-probabilidad de los residuos del modelo PLS (K, piel-IAM)
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Como se encontrd en los modelos anteriores aqui presentados, la lipofilicidad y las interacciones polares
parecerian afectar la capacidad de penetracidn cutanea de los OSCs de interés, también de acuerdo con otros
autores (Barbato, 2006). Pero cabe destacar que otras dos caracteristicas moleculares parecen influir en el
fendmeno de bioparticidn en la piel. Tm_1 (indice de tamafio total T / ponderado por masa) es un descriptor
molecular invariante holistico ponderado WHIM, que explica el tamafio molecular 3D y la distribucion de
atomos (Todeschini y Gramatica, 1997), y TE1 es un descriptor electréonico topografico. Estos descriptores,
por lo tanto, muestran la influencia de la forma molecular, el tamafio y la carga en la permeabilidad de los

OSCs a través de la piel.

Con el objetivo de profundizar en la discusién en relaciéon con datos ADME sobre estos compuestos, se ha
argumentado que la alicina, uno de los principales compuestos bioactivos relacionados con el ajo, puede
penetrar facilmente las membranas celulares de las bicapas de fosfolipidos, alli realiza su actividad
intracelular e interactia con el grupo -SH. A pesar de esta alta permeabilidad, la alicina se metaboliza
rapidamente y se transforma en otros compuestos activos. Otros OSCs como SAC, dialil disulfuro y dialil
trisulfuro también han mostrado una alta permeabilidad celular, aunque su razén de permeabilidad varia
entre cada compuesto y tejido (Rahman, 2007). En otros reportes, se investigaron las propiedades
farmacocinéticas de las vinilditiinas. La 1,3-vinilditiina parece ser menos lipofilica y se eliminé rapidamente
del suero, los rifiones y el tejido graso, mientras que la 1,2-vinilditiina es mas lipofilica y mostré una tendencia
a acumularse en el tejido graso (Egen-Schwind et al., 1992). Torres-Palazzolo et al., 2018 demostraron que la
alicina, DAS y 2VD podrian penetrar menos del 5% a través del intestino. Algo que se ha discutido
ampliamente es la rapida reaccion de los OSCs con los componentes sanguineos, dando lugar a diferentes
metabolitos con posibles efectos bioactivos en el organismo (Lawson y Gardner, 2005). En resumen, algo a
destacar de los modelos aqui construidos en relacidn a las diferentes capacidades de permeacidn de los OSCs
en estudio, es la posibilidad de profundizar en los mecanismos moleculares que rigen estas propiedades y
terminan afectando las variaciones en las tasas de permeacion de los OSCs en diferentes tejidos. Pudimos
observar la influencia de los factores hidrofdbicos que gobiernan el paso de los OSCs a través de la membrana,
asi como el alto efecto de descriptores moleculares simples como la capacidad de enlace de hidrégeno, el
tamanfio y la carga de las moléculas, particularmente considerando los pardmetros relacionados con el area
de la superficie polar, que afectan en gran medida el pasaje transmembrana de compuestos ionizables. Sin
embargo, es necesario socavar en las propiedades ADME de los compuestos organoazufrados, por ejemplo,
comparando nuestros resultados con modelos basados en células y tejidos para validar los modelos QSAR

aqui propuestos para usos futuros.
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Se comenzd con el trabajo experimental cromatografico, en donde se logrd definir las variables
instrumentales que permitieron alcanzar una adecuada sensibilidad y selectividad de los organoazufrados
estudiados para su determinacidon empleando columnas de membranas inmovilizadas (IAM). En este punto,
se lograron obtener los valores cromatograficos, factores de capacidad adecuados para la posterior
construcciéon de los modelos QSRR y QSAR.

En una segunda etapa, se procedié con el trabajo in silico. Aqui, fue posible identificar, calcular y evaluar
diferentes descriptores moleculares para caracterizar a los fitoquimicos organoazufrados. Se enfocdé
principalmente en descriptores de lipofilicidad, de carga, electrdnicos y constitucionales para caracterizar a
los OSCs bajo estudio.

Con la informacién obtenida, posteriormente, se construyeron modelos estadisticos multivariados en base a
los descriptores moleculares calculados y a las respuestas de retencién cromatograficas obtenidas
experimentalmente. La lipofilicidad sola, no alcanzd para explicar acabadamente las interacciones IAM-OSCs.
En un estudio QSRR mds completo, se obtuvo que los mejores parametros para describir la retencién de los
organoazufrados estudiados en la fase IAM son: el pardmetro de lipofilicidad iLOGP, los parametros
electronicos RNCG_1 vy Electronegatividad de Mulliken, y el parametro de Numero de Enlaces Rotables. Estos
dan idea de la influencia de los factores hidrofébicos que gobiernan el paso de los OSCs a través de las
membranas celulares, asi como el efecto de descriptores moleculares simples como aquellos involucrados en
la capacidad de formar enlaces puente hidrégeno, las interacciones donador-aceptor de pares de electrones,

el tamafio y la carga de las moléculas.

Ademas, se logrd estudiar la aplicabilidad de la cromatografia liquida con membranas artificiales
inmovilizadas (IAM) para estimar diversos parametros de la permeabilidad celular de compuestos
organoazufrados. La relacién HIA-IAM se modeld apropiadamente considerando una estimacién no lineal,
mientras que para los compuestos ionizables, particularmente, el area superficial polar mostré un mejor
modelado de las interacciones entre dichos compuestos y HIA. Respecto a la permeabilidad en la barrera
hematoencefalica un andlisis discriminante lineal logré clasificar el total de compuestos organoazufrados;
también en este caso el area superficial polar mostro incidir en las interacciones moduladoras del pasaje BBB
explicado a través de la fase IAM, dando cuenta de la importancia de las interacciones polares en el pasaje

transmembrana de los OSCs. Finalmente se estudié la permacion en piel, y en este caso el modelo QSAR
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resultante mostro la influencia de diversos pardmetros como forma, el tamafo y la carga de las molécuas en

la permeabilidad de los OSCs a través de la piel.

Podemos decir a grandes rasgos, que la permeabilidad de los organoazufrados estudiados dependeria
principalmente de sus factores hidrofébicos, polares y de laimportancia de las restricciones conformacionales
en la particion OSC-IAM. En orden de razén de permeacidon podemos decir que en general los polisulfuros,
serian los que por sus caracteristicas estructurales presentarian mayor permeabilidad. Vemos en estos
analitos caracteristicas asociadas a una mayor lipofilicidad, y menor relacién de area polar superficial.
Mientras que los compuestos ionizables dada sus caracteristicas de pKa, mayor polaridad, su capacidad
donante de pares de electrones, y relacién tamafio-carga, al igual que por su flexibilidad molecular, son los

gue presentarian menor permeabilidad celular.
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IV. CONCLUSIONES GENERALES

A la luz de los resultados obtenidos y en base a los objetivos planteados en el presente seminario de
investigacion se concluye:
- Que la funcionalidad de los alimentos puede explicarse a través de diferentes enfoques disciplinarios, como
se presentd en la Introduccion del presente manuscrito. Ademds para poder discutir de manera fehaciente
acerca de los efectos bioldgicos que se asocian al consumo de dichos productos se requiere una secuencia
de investigacion que involucra inicialmente la determinacién de los componentes que aportan los atributos

de calidad y bioeficacia a estos alimentos o productos nutracéuticos.

- Que considerando al ajo y sus sub-productos como objetos de estudio, dada su importancia como fuente
de compuestos bioactivos, se observd una abundante cantidad de reportes relacionados con la
caracterizacién analitica de las matrices desde la perspectiva de medicidon de una familia particular de
fitoquimicos (OSCs, flavonoides o inulina), considerados de manera individual y separados respecto a otros
grupos de analitos. En el presente trabajo se logré un abordaje exhaustivo y novedoso para evaluar la calidad
funcional de un alimento que integra en una metodologia analitica la determinacién de fitoquimicos de

diferentes familias quimicas.
Para lograr lo antes enunciado,

o Se adecuaron las condiciones operacionales para lograr la mejor resolucidn de los analitos bajo
estudio. Sin la apariciéon de ‘artifacts’ correspondientes a compuestos organoazufrados no
representativos de las muestras, ni tampoco productos interferentes, y ademas se pudo sortear
la dificultad de co-elucidn de los hidratos de carbono fructosa y glucosa entre si, y entre los
flavonoles.

o Se optimizd la etapa de preparacidn de muestra mediante disefio experimental de superficie
de respuesta en la extraccién por UAE, y asi alcanzar una maxima respuesta (area) para todos
los analitos.

o Se desarrollé un método analitico novedoso y eficiente para la determinacidén de los analitos
bajo estudio, a través de la combinacidon de las técnicas de preparacion de muestra y
fraccionamiento desarrolladas en el presente trabajo junto con las técnicas cromatograficas
ajustadas.

o Se aplicé el método analitico desarrollado obteniendo resultados robustos y confiables sobre
distintos tipos de muestras. La extraccion y determinacion de OSCs, flavonoles e inulina es

posible aun incluso en la presencia de matrices complejas y de diferente composicion y estados.

143



‘s UNCUYO | 3585 Ciencias exacras TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
8 ;; UNIVERSIDAD ===l Y NATURALES .
CAPITULO IV

NACIONAL DE CUYO B naturalezs, Ciencia y Humanisma

o Seevalud cdmo las diferentes preparaciones a base de ajo se relacionaban con las propiedades
funcionales reportadas. Esto permitid mostrar la utilidad del método propuesto para

determinar el valor potencial total de los productos de ajo.

Esta propuesta de metodologia analitica representa un mejor acercamiento a una adecuada caracterizacién
del perfil de compuestos bioactivos de los alimentos, en los cuales las diferentes familias de fitoquimicos
coexisten interactuando entre si, generando efectos sinérgicos de diversa naaturaleza. Ademas, se pudo
demostrar que la metodologia desarrollada es transferible y de posible aplicacion en laboaratorios tanto de
investigacion y desarrollo, como de control de calidad de alimentos funcionales y fitoquimicos. Lo anterior
relacionado al hecho de que este método de andlisis basado en la determinacidn de multi-fitoquimicos
mostrd ser una ventaja competitiva en términos de practicidad y eficiencia, y pudo aplicarse en diferentes
matrices funcionales. Por ultimo cabe destacar que los resultados de este trabajo fueron publicados en la
Revista Food Chemistry en el afio 2021, bajo el titulo “Multi-phytochemical determination of polar and non-polar
garlic  bioactive  compounds in  different  food and  nutraceutical  preparations”  (doi:

10.1016/j.foodchem.2020.127648).

En un segundo abordaje, y con la parsimonia de responder cuestionamientos relacionados con la
biodisponibilidad de los compuestos en el organismo, se propuso el desarrollo y evaluacién de modelos in

vitro-in silico apoyados en fundamentos de la Quimica Medicinal y la Quimica Analitica. Aqui se concluyd:

~ Que la evidencia en relaciéon a las propiedades funcionales de un alimento se sustenta en distintos tipos
de ensayos, que van desde estudios in vitro, hasta modelos basados en animales de experimentacién y
estudios clinicos en humanos. No es novedad que las tendencias en estudios biolégicos tratan de reducir
el uso de material tejidos o células vivas. En este contexto surgié la inquietud de emplear las herramientas
normalmente usadas en areas como la farmacologia o la toxicologia para su aplicabilidad en el estudio de
las respuestas bioldgicas de interés en el drea de los alimentos saludables. En este sentido, el acercamiento
a dilucidar los mecanimos que intervienen en la permeacidn de los fitoquimicos representa un paso crucial

en el estudio de la biodisponibilidad y posterior bioeficacia de los compuestos bajo estudio.
Aqui, entonces, para lograr una primera aproximacién de la biodisponibilidad de compuestos bioactivos del
ajo:

o Se seleccionaron y evaluaron las variables instrumentales para alcanzar una adecuada
sensibilidad y selectividad de los compuestos de interés (organoazufrados) mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) empleando columnas de membranas

inmovilizadas (IAM).
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o Se analizaron las respuestas cuantitativas de diferentes compuestos organoazufrados, para
obtener valores cromatograficos caracteristicos como el factor de capacidad (k’) para su
posterior uso en los modelos estadisticos multivariados.

o Seidentificaron, calcularony evaluaron diferentes parametros moleculares (descriptores), mas
de 1800, en base a los principales compuestos bioactivos presentes en ajo para la construccién
de modelos QSAR.

o Se realizd un analisis quimiométrico de los resultados mediante la construccion de modelos
estadisticos QSRR en base a los descriptores moleculares calculados y las respuestas de
retencién cromatograficas obtenidas experimentalmente usando columnas IAM, y se pudo
identificar cudles caracteristicas estructurales regian estas interacciones.

o Seestudié, ademas, la aplicabilidad de la fase IAM para estimar mediante modelos QSAR varios
pardmetros ADME, entre ellos la absorcidn intestinal humana (HIA), y la permeacién a través
de otras barreras biolégicas como piel y barrera hematoencenfélica. Mostrando en estos casos
la incidencia de factores hidrofébicos, polares y de la importancia de las restricciones

conformacionales en el pasaje transmembrana de estos compuestos.

Si bien el empleo de la metodologia QSAR para el estudio de fitoquimicos no es nueva, cobra valor su empleo
a la hora de complementar estos modelos a datos experimentales obtenidos con columnas biomiméticas. Asi,
la aplicabilidad de los estudios QSAR como herramienta que aporta informaciéon para sustanciar la
funcionalidad de alimentos representd una propuesta novedosa frente a las normalmente presentadas en
bibliografia para este tipo de estudios.

Esta segunda parte del trabajo de tesis doctoral fue publicado en la revista Frontiers in Chemistry, el afio de
presentaciéon de esta Tesis, 2021, bajo el titulo: “Permeability Data of Organosulfur Garlic Compounds
Estimated by Immobilized Artificial Membrane Chromatography: Correlation Across Several Biological

Barriers”, (doi: 10.3389/fchem.2021.690707).

A partir del conjunto de la informacién resultante de estas estrategias metodoldgicas se logra aportar
informacidn a cuestionamientos de larga data que estan relacionados con la forma y cantidad apropiada de
consumo de estas hortalizas y sus productos gastrondmicos, o de las dosis efectivas de los productos
nutracéuticos, para asegurar la bioeficacia de los fitoquimicos a largo plazo en la prevencién de enfermedades
cronicas. En este aspecto, vimos la utilidad de las técnicas aqui presentadas, asi como también de los datos
recabados a lo largo del desarrollo de esta Tesis, en el uso de los mismos para llevar a cabo el andlisis de
diversas matrices bioldgicas y de alimentos, y asi avanzar en el estudio de la biodisponibilidad de compuestos

bioactivos del ajo, que resultaron en trabajos colaborativos publicados respecto a la evaluacion de la
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bioaccesibilidad, permeabilidad in vitro y estabilidad en sangre de un set de OSCs (C. A. Torres-Palazzolo,
Ramirez, Beretta, & Camargo, 2021; Torres Palazzolo et al.,, 2018). En conjunto estos estudios,
complementados con la informacién surgida de esta Tesis, nos permiten decir cudles serian los compuestos
mas intereasantes a considerarse en relacién a su contenido en las diferentes preparaciones de ajo y respecto
a su compartamiento en el organismo una vez ingeridos. Podriamos sugerir a los polisulfuros como los
fitoquimicos mas llamativos, dadas sus importantes propiedades anticancerigenas, y sus caracteristicas de
estructura molecular, que colaboraria a favorecer su permeabilidad celular. Los extractos acuosos a base de
ajo fresco han sido asociados mayormente a estos compuestos, pero en la presente investigacion pudimos
observar cantidades apreciables de DAS también en ajo cocido, lo que muestra otra alternativa de consumo
para incorporar al organismo este grupo de fitoquimicos. Algo a destacar es que el resto de compuestos
organoazufrados, si bien estructuralmente presentarian mayor dificultad para permear las membranas
celulares, aun siguen siendo importantes candidatos bioactivos con potencial funcional, y podria mejorarse
esta capacidad de permeacién mediante reacciones quimicas, o adoptando estrategias como la
nanoencapsulacién para facilitar su incorporacidn en el organismo. No debemos olvidar, que en los sistemas
bioldgicos, los procesos implicados en la biodisponibilidad son mds complejos que lo que se puede estudiar
de manera in vitro/in silico, e involucran transformaciones quimicas y metabolizaciones que sobrepasan el
alcance de esta Tesis. Sin embargo, a futuro podria seguirse el estudio de algunas respuestas bioldgicas
asociadas a estos procesos mas complejos de la biodisponibilidad, abarcando ademas a otros compuestos

bioactivos, para tener una idea mas acabada de la funcionalidad real de los productos a base de ajo.

Finalmente, podemos concluir que los ensayos propuestos permitieron cumplir con los objetivos iniciales y
corroborar la hipétesis planteada, que afirmaba “El desarrollo de una adecuada caracterizacion de los
fitoquimicos de interés y el empleo de modelos QSAR permite obtener informacion sobre la biodisponibilidad

de dichos compuestos para ejercer los efectos bioldgicos que se les atribuyen.
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VI.  ANEXOS

VI.1. SECCION A: DETERMINACION DE COMPUESTOS ORGANOAZUFRADOS EN MUESTRAS
DE AJO MEDIANTE MICROEXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA ACOPLADA A HPLC-
uv

Los compuestos organoazufrados (OSCs) presentes en el ajo (Allium sativum L.) son los principales
responsables de varias propiedades bioldgicas. Investigaciones relacionadas con el analisis de alimentos
funcionales se enfocan en la determinacidn y cuantificacidon de fitoquimicos, tales como los compuestos de
nuestro interés, tanto en matrices alimentarias como en fluidos bioldgicos, permitiendo asi responder
interrogantes relacionados a la liberacién de los analitos de la matriz del alimento y su posterior disponibilidad
en el organismo para ejercer su efecto benéfico. Con este propdsito, el presente trabajo presenta una
novedosa metodologia basada en microextraccion liquida-liquida dispersiva (DLLME) para la extraccion de los
OSCs (alicina, ajoeno, 2-vinilditiina, dialil sulfuro y dialil disulfuro) presentes en muestras de ajo y fluidos
bioldgicos, previo a su determinacion por Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a detector
Ultravioleta (HPLC-UV). En primer lugar, se utilizé un disefio experimental de superficie de respuesta para
optimizar la técnica de preparacion de muestra, y luego bajo condiciones experimentales dptimas se
calcularon las figuras analiticas de mérito. Se eligi6 un modelo D-Optimal para la optimizacion de las
respuestas en términos del efecto ejercido por diferentes factores experimentales: tipo de solvente de
extraccion, tipo de solvente dispersante, volumen de solvente de extraccidn. Los resultados obtenidos en
cuanto a las figuras analiticas de mérito se encontraron dentro de los rangos establecidos para cada
pardametro, lo cual indica que el método analitico es confiable. A su vez el método fue positivamente aplicado
para la determinacion de OSCs en muestras de ajo cocido, muestras de fluidos digestivos simulados y
muestras de plasma sanguineo de ratas de laboratorio, de manera que se logré verificar la adecuacién del

método para diferentes matrices.

A continuacién se resumen las tareas realizadas y los resultados obtenidos, para mayor detalle se puede
acceder a la publicacién del mismo bajo el doi: 10.1016/j.foodchem.2016.07.170. En relacién a lo que
incumbe a la presente Tesis doctoral, es la metodologia analitica para la determinacién de los OSCs lo que se
utilizé particularmente de esta seccién. Sin embargo, la aplicabilidad del método DLLME-HPLC-UV en diversas
matrices bioldgicas dio pautas para avanzar en el estudio de la biodisponibilidad de compuestos bioactivos

del ajo, y que resultaron en trabajos colaborativos publicados concierne a estudios de bioaccesibilidad,
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permeabilidad in vitro y estabilidad en sangre de un set de OSCs (C. A. Torres-Palazzolo, Ramirez, Beretta, &

Camargo, 2021; Torres Palazzolo et al., 2018).

MATERIALES Y METODOS:

e Metodologia (Extraccidn de OSCs en muestras vegetales y determinacién por HPLC-UV)

(AN ' oume -
-i.'ﬂ,p a ! e | B [~
- /s U & — e
— e —
Se pdeessocl)\,/é%g Se adiciona 2,5 Centrifugacion a Se agrega una
- : mL de MeOH 10000 rpm mezcla de 600uL
liofilizado de ajo . de cloroformo en Se seca con
y se agregan 4 para la durante 30 min. 1L de ACN N
mL de agua precipitacion de Luego al mL ae - 2
destilada para sélidos sobrenadante se Luego de la _
reconstitlfirlo le realiza dispersion se Se redisuelve
DLLME separa la fase en MeOH y se
sedimentada inyecta en el
cromatégrafo

Figura VI.1. Esquema de la metodologia analitica para determinar OSCs

e Metodologia (Andlisis de fluidos bioldgicos)

-Determinacion de OSCs en el plasma sanguineo: Estandares de alicina, E-Z- ajoeno, 2-VD, DAS y DADS, a
concentraciones de 75, 100 y 130 mg L se afiadieron a muestras de 1 mL de sangre, plasma y plasma
desproteinizado. Posteriormente, se realizd el procedimiento propuesto de DLLME agregando 800 uL de la

mezcla de acetonitrilo-cloroformo (Figura VI.2.)
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Figura VI.2. Esquema de los pasos involucrados para el analisis de muestras sanguineas

-Determinacion de OSCs en fluidos digestivos simulados: se afiadieron los estdndares de OSCs a una
concentracién de 75, 100 y 150 mg L%, a tres muestras de 5 mL de solucidn géstrica y el pH se ajusté a 2. Por
otro lado, a un segundo grupo de muestras gastricas, luego de la adicidn de los estandares de OSCs, se ajustd
el pH de cada una hasta alcanzar un valor de 5 adicionando NaOH 2 M, luego, se afiadieron a las mismas 3 mL
de solucidn intestinal, de manera de obtener un fluido gastrointestinal simulado. Después del procedimiento

descripto, se extrajeron los OSCs utilizando la técnica de microextraccién propuesta. (Figura VI.3.)

Solucién intestinal:
(buffer pH 6,8)
s 2g L™ de pancreatina
porcina
2 25 gL sales biliares
. 0,1 M de NaHCO,

Solucién gastrica:
(buffer pH 2)
. 1.600 U% ml de pepsina
porcina
. Cant. Fisioldgicas de Ca, Mg,
Na, Ky PO,z
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Figura VI.3. Composicion de los fluidos digestivos simulados

RESULTADOS Y DISCUSION:

Primero se realizé un Disefio Experimental analizando la superficie de respuesta de tres factores (solvente de
extraccidn, solvente dispersante y volumen de solvente de extraccién). Los resultados indicaron que la
funcién deseabilidad 6ptima se logré usando 600 L de cloroformo como extractante, utilizando acetonitrilo

como dispersante (Figura VI.4.). Posteriormente se analizaron las figuras de mérito (Tabla VI.1.)
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Figura VI.4. Graficos en 3D de la deseabilidad alcanzada para optimizar la DLLME de OSCs

Tabla VI.1. Resultados cuantitativos del método DLLME-HPLC-UV de los OSCs target

Analitos ‘ =6 ‘ LODb LOQc CV%d %Re
Alicina 0,99674 1,13 5,27 1,2 106
E-Z-ajoeno 0,99876 0,39 1,18 1,4 88
2-vinilditiinas 0,99562 0,38 0,5 2,7 95
DAS 0,99717 1,05 1,5 3,9 80
DADS 0,99626 0,16 1,13 0,9 76

2y, coeficiente de correlacién; P LOD, limite de deteccién (ug mL-1); €LOQ, limite de
cuantificacion (ug mL-1); ¢(C= 75 ug mL-1, n=6); ¢ Promedio

La aplicacidn del presente método analitico mostré ser confiable sobre distintos tipos de muestras. Las
recuperaciones relativas variaron entre 107-116% para ajo feteado frito y 99-120% para ajo feteado hervido.

(Tabla VI.2.)

Tabla VI.2. Resultados cuantitativos del método DLLME-HPLC-UV de los OSCs target en muestras de ajo

cocido

real <2 Concentracion ., ..
Recuperacion real encontrada Recuperacion real Recuperacion
encontrada relativa (%) relativa (%) encontrada relativa (%)
(mgL-1)
(mg L-1) (mgL-1)
Alicina nda - 19 120,6 32,26 98,04
E-Z-ajoeno 23 116,7 7,5 105,55 nd -
2 20 107,33 4,15 99,83 nd
vinilditiina
DAS nd --- nd --- nd
DADS 14 108,12 nd - nd -
2No detectable

Los resultados del andlisis de sangre y plasma, mostraron una baja recuperacién (Figura VI.5.). En el primer
caso las recuperaciones fueron las mas bajas (4-8%). Esto podria deberse a la rapida reaccién de los OSCs con

eritrocitos y proteinas plasmaticas. Las recuperaciones en plasma fueron mayores que las anteriores (13-20%).
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Por ultimo se adiciond OSCs a plasma desproteinizado, obteniendose altas recuperaciones (87-98%). En este
caso, la reaccién entre analitos y —SH presentes en las proteinas, no se produce, y los OSCs permanecen

intactos para ser extraidos.

Los resultados del andlisis de muestras de fluido gastrico mostraron recuperaciones entre 28-87%; el valor
mas alto para alicina, en acuerdo con investigaciones previas que indican que este analito es mas estable a
pH bajo. DAS y DADS aumentaron en fluido intestinal, indicando una mayor estabilidad a mayor pH mientras

que las recuperaciones de ajoenos y 2-VD, fueron las mas altas en ambos fluidos.

[ Recuperado
I No extraido

Alicina  E-y Z-ajoeno 2-VD DAS DADS

100 =
! II T
9 94 95
FY(E
83
6!
62
57
39
3
K S = Sangre
1 P = Plasma
i i D P = Plasma desproteinizado
1 H G F = Fluido gastrico
0 4 4 Gl F = Fluido Gastrointestinal

Porcentaje de recuperacion
N o)) o
o o o

N
o

NDpoww Opoule  Dpouwe  Dpouwe  Opo e
00p [aNON 00 00p [aJONT)

Figura VI.5. Representacion grafica de los resultados de la determinacidon de OSCs en muestras sanguineas

VI.2. SECCION B: ESPECTROS EN EL RANGO ULTRAVIOLETA-VISIBLE DE LOS COMPUESTOS
ORGANOAZUFRADOS Y COMPUESTOS FENOLICOS ANALIZADOS

e COMPUESTOS ORGANOAZUFRADOQOS
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Figura VI.6. Espectro de un estandar de alicina en metanol en el rango de longitudes de onda UV
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Figura VI.7. Espectros de estandares de referencia de E-Z-ajoeno y 2-vinilditiina en metanol en el rango de

longitudes de onda UV
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Figura VI.8. Espectro de un estandar de referencia de Dialil Sulfuro en metanol en el rango de longitudes
de onda UV

171



‘~: UNCUYO | 5555 f:‘.‘éi’é&‘é"e?:ims TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
‘( 26, UNIVERSIDAD ===. Y NATURALES L,
- CAPITULO VI

NACIONAL DE CUYO | ia y Hur

B50

Alil disulfuro

B0

450

35[!;
zaué
20
15[:%

100

-1é|:' T Tabet T T2l T T T2ho” T T2de” T T2ke” T T2’ T Tabo’ T T2k’ T T2ho” T T2do nm

Figura VI.9. Espectro de un estandar de referencia de dialil disulfuro en metanol en el rango de longitudes
de onda UV

e COMPUESTOS FENOLICOS (FLAVONOLES)
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Figura VI.10. Espectro de estandares de referencia de campferol y miricetina en metanol en el rango de
longitudes de onda UV-VIS
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Figura VI.11. Espectro de un estandar de referencia de quercetina en metanol en el rango de longitudes
de onda UV

VI.3. SECCION C: ESTUDIO DE REPORTES ACERCA DE LOS EFECTOS BIOLOGICOS ASOCIADOS
A DIFERENTES PREPARACIONES Y COMPUESTOS DEL AJO

Una revisidn sistematica, comunmente llamada “review”, permite al investigador sintetizar y evaluar
criticamente una serie de estudios en un contexto especifico para proporcionar conclusiones basadas en la
evidencia. Comparativamente, en la cima de la cadena jerarquica de evidencia se encuentra el meta-analisis,
en el que se realiza una revisidon sistematica y luego se emplean métodos estadisticos para agrupar
cuantitativamente los resultados de un nimero seleccionado de estudios en un contexto especifico (Akhter,
Pauyo, & Khan, 2019). Con el fin ultimo de discutir de una manera asertiva acerca del potencial real funcional
de las preparaciones de ajo, en relacion al contenido de fitoquimicos presentes en cada matriz, es que se llevd

a cabo un estudio sistematizado de la evidencia disponible.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA, SELECCION Y CLASIFICACION DE LA INFORMACION

Para llevar a cabo este estudio se realizé una busqueda bibliografica sistematica en Google Scholar, PubMED
y ScienceDirect considerando publicaciones relevantes, ya sean meta-analisis o revisiones, desde el afio 2007
hasta el afio 2018 (afio de envio de la publicacién del articulo relacionado a esta seccidn). En casos puntuales,
se consideraron articulos previos a estas fechas, debido a la relevancia de sus resultados y al no encontrar

informacidn actualizada. Utilizamos los siguientes encabezados de temas médicos y palabras clave: "ajo",
"Allium sativum", "garlic powder (ajo en polvo)", “cooked garlic (ajo cocido)”, en relacién a los siguientes
efectos bioldgicos: anticarcinogénesis, prevencion del riesgo cardiovascular, hipolipidémico,

hipocolesterolémico, antioxidante, disminucidn de la presién arterial y prebidtico.

Se dio prioridad a ensayos clinicos aleatorios (Randomized Clinical Trials) en seres humanos. Luego se
clasificaron las conclusiones obtenidas de cada meta-andlisis o revisiones segun el nivel de evidencia del

efecto bioldgico estudiado:

0- No hay evidencia

1- Evidencia muy escasa (asociada sélo a ensayos individuales in vitro)

2- Evidencia contradictoria (resultados positivos y negativos)

3- Evidencia insuficiente, pero consistente (revisiones de ensayos clinicos, pero falta de evidencia de
meta-analisis)

4- Evidencia suficiente y consistente (acerca de meta-andlisis RCT)

RESULTADOS
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Tabla VI.3. Nivel de evidencia acerca de los principales efectos biologicos asociados a preparaciones a base de ajo crudo y cocido
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Concentracion

Preparacion . .. Preve'ncién del L . o . Disminucion . encontrada en
Compuestos BEE Anticarcinogénico I?lesgo Hipolipidémico Hipocolesterolémico Antioxidante de la 'Pr Prebidtico e Refere
Cardiovascular Arterial trabajo*
Alicina Polvo de ajo 2 3 3 4 2 4 0 2079,665
E-Z ajoeno Polvo de ajo 1 0 1 0 1 0 0 77,17
2VD Polvo de ajo 0 0 1 0 0 0 0 0
DAS Polvo de ajo 3 1 1 0 1 0 0 0,302
DADS Polvo de ajo 3 1 1 0 1 0 0 0
Camferol Polvo de ajo 1 0 0 0 1 0 0 1169,4
Miricetina Polvo de ajo 0 0 0 0 0 0 0 5525,94
Quercetina Polvo de ajo 3 1 2 0 3 0 0 951,56
Inulina Polvo de ajo 3 3 3 3 3 0 4 46630
Alicina Ajo cocido 0 0 0 0 0 0 0 0
E-Z ajoeno Ajo cocido 3 3 3 1 2 0 0 28,67
2VD Ajo cocido 1 3 3 1 2 0 0 26,357
DAS Ajo cocido 4 3 3 1 3 0 0 0,768
DADS Ajo cocido 4 3 3 1 3 0 0 0
Camferol Ajo cocido 3 0 0 0 2 0 0 228,191
Miricetina Ajo cocido 0 0 0 0 2 0 0 291,768
Quercetina Ajo cocido 3 1 3 0 3 0 0 108,747
Inulina Ajo cocido 1 1 1 1 1 1 1 40950
* Concentracion
en ppm
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REFERENCIAS A:

(Ackermann et al., 2001; Ali, Khanafer, & Mustafa, 2000; Aliasgharzadeh, Khalili, Mirtaheri, & Gargari, 2015;

Amagase, 2006; Aruoma et al., 1997; Atkin, Laight, & Cummings, 2016; Banerjee & Maulik, 2002; Brace, 2002;
Causey et al., 2000; Durak et al., 2004; Fotiadis, Stoidis, & Spyropoulos, 2008; Kaschula, Hunter, & Igbal Parker,
2010; Khoo & Aziz, 2009; Koseoglu, Isleten, Atay, & Kaplan, 2009; Pittler & Ernst, 2007; Reinhart, Talati, White,
& Coleman, 2009; Ried, 2016; Rohner et al., 2015; Shouk, Abdou, Shetty, Sarkar, & Eid, 2014; Silagy & Neil,
1994; Szulinska et al., 2018; Turati, Pelucchi, Guercio, & Vecchia, 2015; Warshafsky, Kamer, & Sivak, 1993;
Xiong et al., 2015; Zeng et al., 2012)

REFERENCIAS B:

(Banerjee & Maulik, 2002; Bozin et al., 2008; Corzo-Martinez et al., 2007; Gorinstein et al., 2006; Guercio,
Galeone, Turati, & La Vecchia, 2014; Jastrzebski et al., 2007; D. A. Locatelli et al., 2017; Nuutila, Puupponen-
Pimia, Aarni, & Oksman-Caldentey, 2003; Omar, 2010; Park, Park, & Park, 2009; Turati et al., 2015)

Con la informacion recabada de este estudio fue que luego se construyeron los modelos estadisticos de
Componentes Principales mostrados en el capitulo Il, seccién 11.5.1.2.1., donde se discuti6 ademas las

implicancias de los mismos.

Vi.4. SECCION D: ESTUDIO DE LA BIOACCESIBILIDAD DE  COMPUESTOS
ORGANOAZUFRADOS DERIVADOS DEL AJO Y SUS PREPARACIONES

En el presente trabajo de Tesis, con el fin de dar luz a interrogantes relacionados con la biodisponibilidad de
compuestos bioactivos de productos a base de ajo, se ha hecho foco sobre la etapa de absorcién de los
fitoquimicos debido a la relevancia de dicho proceso en la disposicién final de los compuestos en el organismo.
Aqui, hicimos hincapié en la interpretacidon mecanistica-molecular del proceso de permeabilidad celular. Para
adentrarnos alin mds en lo que es biodisponibilidad, la informacién discutida en el capitulo Ill se puede
complementar ademas con otros estudios que den cuenta de los fendmenos que suceden previo a la etapa
de absorcion. Es en este punto que la bioaccesibilidad toma relevancia, siendo este término definido como la
fraccion de un compuesto que es liberada de su matriz al tracto gastrointestinal (TGI) y por lo tanto, estd

disponible para la absorcidn intestinal. Para llevar a cabo estudios de bioaccesibilidad, los ensayos de
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digestion gastrointestinal in vitro son normalmente aplicados. En el caso de los compuestos del ajo, su
comportamiento durante la digestién Gl todavia resta estudiarse exhaustivamente. En este sentido, en un
trabajo colaborativo de nuestro grupo de investigacidn, logramos responder cuestionamientos acerca de
como influye el proceso de digestidn gastrointestinal en la bioeficacia de los compuestos organoazufrados
del ajo, particularmente estudiando el efecto de la matriz alimentaria en la liberacién y estabilidad en fluidos
digestivos, de los compuestos bajo estudio. Dicho trabajo fue aceptado para publicar el afio 2020 en la revista
LWT, y se encuentra publicado bajo el titulo “Matrix effect on phytochemical bioaccessibility. The case of

organosulfur compounds in garlic preparations” (doi: 10.1016/j.lwt.2020.110301).

Las conclusiones aportadas de este articulo sientan precedente para seguir ahondando en las implicancias
moleculares y los pardmetros fisico-quimicos que rigen los comportamientos de estos compuestos bioactivos
bajo el efecto de la digestidon Gl. Es en este sentido que se estd trabajando en la actualidad sobre la
construccion de modelos in silico acerca de la bioaccesibilidad de los OSCs. Resultados que se encuentran en

este momento bajo revision.

A modo de resumen, se muestran seguidamente los resultados del articulo discutido en esta seccién.

METODOLOGIA EMPLEADA

—
Ajo picado crudo

1- PREPARACION DE MUESTRAS DE AJO

Se prepararon siete muestras a analizar:

T - Estandar de alicina -Ajo Picado Frito
s e m—— - Ajo picado crudo -Ajo Picado Frito

. bt L Ao picado fio lofizado N - Ajo picado crudo Liofilizado
&9 liofilizado -Ajo Picado Frito

Liofilizado + OSCs

spikeados /"
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Determinacion de OSCs en fluido
gastrointestinal: 5 mL sol. gastrica + 0,5 g
de muestras liofilizadas o 1,5 g de muestra

fresca en 1,5 mL de agua destilada — Se
dejaa37°1h — ajustedepHa5—-3mL

sol. Intestinal — Se deja a 37° 2 h

Solucién gastrica:
(buffer pH 2)
1.600 U% ml de pepsina
porcina
. Cant. Fisiolégicas de Ca, Mg,
Na, KyPO,2

—

i
' 4

~
paed reshiaa
‘, T—

Solucién intestinal:
(buffer pH 6,8)
2g L™ de pancreatina
porcina
25 gL sales biliares
0,2 M de NaHCO,

J

L = 3- EXTRACCION OSCS Y
’ rd
Adicion de Centrifugacion DLLME Secado con N,
e e e DETERMINACION ANALITICA
in. cloroformo + p ") e ..
1MLACN) myeccan Con los resultados analiticos se determind:
Centrifugacion . 1
.- Cantidad remanente [ug.g~"']
2000 rpm 0, —
’ Estabilidad [%] = Cantidad inicial [pg.g~1] 100
Variables Condiciones
Fase reversa ODS C18 de 254 mm de longitud y . T cantidad accesible [ug 971]
Modalidad Bioaccesibilidad [%] = .100
ocetes 0,46 mm d.i (%] cantidad inicial [ug g~1]
Fase movil acetonitrilo:agua:metanol (50:41:9) (V/V)
Flujo 1mL min?!
Volumen de inyeccién 20 uL
Longitud de onda 254nm
Tiempo de corrida 40 minutos

Figura VI.12. Esquema resumido de la metodologia empleada para el estudio de la digestion

gastrointestinal in vitro de OSCs en diferentes preparaciones de ajo

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar se analizé la estabilidad digestiva de los OSCs bajo estudio en las distintas matrices. Con

respecto a la estabilidad de la alicina, trabajos previos han reportado que dada su naturaleza reactiva en los

fluidos digestivos, parte de su concentracién inicial podria terminar descomponiéndose en nuevos

compuestos volatiles como polisulfuros, ajoenos y vinilditinas; también puede sufrir reacciones con cisteinas

de proteinas para formar S-alil mercaptocisteina y alil mercaptano
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Sin embargo, a pesar de esta naturaleza reactiva, los resultados de nuestro trabajo (Tabla VI.5.) mostraron
que cuando la matriz alimentaria estd presente en el medio digestivo (ajo crudo picado y ajo en polvo
liofilizado), hay un aumento en la estabilidad de la alicina. En la Tabla VI.4. se pudo observar una notable
diferencia entre las muestras sin matriz en el medio digestivo y las muestras en las que los OSCs estaban
contenidos en la matriz alimentaria. Por lo tanto, podriamos postular que, como en el caso de la alicina, se
puede observar un efecto protector sobre la estabilidad de los OSCs, que puede ser el resultado de la

interaccion entre los fitoquimicos con los componentes de la matriz alimentaria.

Examinando la bioaccesibilidad de la alicina, que se refiere a la cantidad liberada del compuesto de la matriz
vegetal a los fluidos digestivos, se observé que el ajo en polvo presentd el valor mas alto (64%). Como ya se
discutié anteriormente para la estabilidad de alicina en polvo de ajo, el tamafio de particula de la matriz
aumentaria la bioaccesibilidad fitoquimica en general (Alminger et al., 2014; Lemmens, Van Buggenhout, Van
Loey, & Hendrickx, 2010; Palafox-Carlos, Ayala-zavala, & Gonzalez-Aguilar, 2011; Parada & Aguilera, 2007).
Este fendmeno, junto con el efecto de proteccidon de los componentes extraidos de la matriz contribuiria a
mejorar el rendimiento digestivo general del polvo de ajo. Con respecto a la bioaccesibilidad, el ajo salteado
mostré los niveles mds altos, 10-74%, mientras que los estandares de OSCs y el aceite macerado presentaron
valores mas bajos, 1-21% y 0,9-11%, respectivamente. En el caso de los compuestos adicionados, su baja
bioaccesibilidad podria explicarse por su inestabilidad digestiva sumado a una ligera interaccién con la matriz
del ajo. Por otro lado, el ajo salteado liofilizado presentd una mayor bioaccesibilidad que el ajo salteado sin
liofilizar. En este caso, y de manera similar a lo observado para el polvo de ajo crudo, la modificacion de la
matriz por el proceso de liofilizado y molienda podria explicar el aumento de la bioaccesibilidad (Mcclements

et al., 2015).

CONCLUSIONES

Estos ensayos nos permitieron concluir que la bioaccesibilidad y estabilidad de los analitos variaba
significativamente en funcién de la matriz. Los OSCs presentes naturalmente en el vegetal eran mas estables
que los OSCs aislados y adicionados a las preparaciones de ajo. El efecto protector de la matriz sobre los OSCs
de origen natural pudo deberse tanto a la interaccién entre los fitoquimicos y los componentes de la matriz

en los fluidos digestivos, como a la disposicidn de los compuestos dentro del tejido vegetal.
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Tabla VI.4. Comportamiento digestivo de OSCs ajoenos, 2-VD y polisulfuros en diferentes preparaciones de ajo

CAPITULO VI

Ajoeno 2-vinliditiina Dialil sulfuro Dialil.
Muestra Cantidad Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%] Cantidad Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%] Cantidad Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%] Cantidad Bioaccesil
bioaccesible bioaccesible bioaccesible bioaccesible
[ngel [nge™l [nge [rge]
0SCs estandares
25,4+0,2 9,2 9,2 114 +1 20 20 3,26+0,22 1,1 1,1 9,09 +0,01
0SCs agregados a ajo frito
liofilizado
57,0+1,7 71 11 32,0+ 1,8 4,7 15 8,86 +0,14 1,1 3,0 8,19+0,11
Ajo frito liofilizado
150+0,1 52 71 6,80+ 0,04 60 100 - - - 5,15+0,32
Ajo frito fresco
2,59+0,32 74 74 2,73+0,36 17 66 2,12+0,22 10 86 24,6+0,6
Aceite macerado de ajo
1,17+0,26 2,5 27 8,47 £+ 0,03 4,4 100 0,3+0,13 0,86 74 1,62+0,24
Ajoeno 2-vinliditiina Dialil sulfuro
Muestra Cantidad bioaccesible Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%] | Cantidad bioaccesible Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%] | Cantidad bioaccesible Bioaccesibilidad [%] Estabilidad[%]
[rgg’l g’ [ugg'l
0SCs estandares
25,4+0,2 9,2 9,2 114+ 1 20 20 3,26+0,22 1,1 1,1
0SCs agregados a ajo frito liofilizado
57,0+1,7 71 11 32,0+ 1,8 4,7 15 8,86 +0,14 1,1 3,0
Ajo frito liofilizado
15,0+0,1 52 71 6,80+ 0,04 60 100 - - -
Ajo frito fresco
2,59+0,32 74 74 2,73+0,36 17 66 2,12+0,22 10 86
Aceite macerado de ajo
1,17+0,26 2,5 27 8,47 £ 0,03 4,4 100 0,3+0,13 0,86 74

Compuestos

Alicina

Preparacion
de ajo

Polvo de ajo

Anticarcinogénico

Prevencion del Riesgo
Cardiovascular

Hipocolesterolémico

Dismi
Antioxidante S

181



“~e UNCUYO =EE= CICIAS EXACTAS TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
[ ]

7 NACIONAL DE cUYO B LT RALES i ]
' CAPITULO VI
E-Z ajoeno Polvo de ajo 1 0 1 0 1
2VD Polvo de ajo 0 0 1 0 0
DAS Polvo de ajo 3 1 1 0 1
DADS Polvo de ajo 3 1 1 0 1
Camferol Polvo de ajo 1 0 0 0 1
Miricetina Polvo de ajo 0 0 0 0 0
Quercetina Polvo de ajo 3 1 2 0 3
Inulina Polvo de ajo 3 3 3 3 3
Alicina Ajo cocido 0 0 0 0 0
E-Z ajoeno Ajo cocido 3 3 3 1 2
2VD Ajo cocido 1 3 3 1 2
DAS Ajo cocido 4 3 3 1 3
DADS Ajo cocido 4 3 3 1 3
Camferol Ajo cocido 3 0 0 0 2
Miricetina Ajo cocido 0 0 0 0 2
Quercetina Ajo cocido 3 1 3 0 3
Inulina Ajo cocido 1 1 1 1 1

* Concentracion en

ppm

Tabla VI.5. Comportamiento digestivo de la alicina en diferentes preparaciones de ajo

Alicina
Muestra Cantidad Bioaccesibilidad Estabilidad[%]
bioaccesible [%]
ne gl

Alicina 738+9 17 17
estandar

Homogenato 1988 +120 24 24
de ajo crudo

Ajo picado 212 +17 13 28
fresco
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Polvo de ajo 3745 +51 64 78
liofilizado
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VI.5. SECCION E: FUNDAMENTO Y CALCULO DE DESCRIPTORES TOPOLOGICOS

Todos los indices topoldgicos (ITs) son derivados de grafos moleculares, como se mencioné en el Capitulo IIl.
Estos codifican diferentes propiedades especificas como la adyacencia o la conectividad de 4tomos en una
molécula, y mas generales como el tamafio y peso molecular, la forma, la simetria, el grado de ramificaciény
la ciclicidad. Adicionalmente, tienen la capacidad de considerar propiedades quimicas especificas de los
atomos, como la presencia de atomos electroatrayentes o electrodadores de electrones, la polarizabilidad y
la masa atémica. En general, los ITs se enfocan en cuantificar principalmente las distancias entre atomos
calculados por el nimero de enlaces intermedios, por lo tanto se consideran indices de enlace directo (Reyes,

2020).

En el ejemplo siguiente se muestran representaciones de estructuras como grafos y matrices topoldgicas:

Isopentano Ciclohexano
1
4 6 2
1 3 5 3
2 5 4
i i
010001 2
01000 1 101000 2
10100 2 010100 2
61011 3 001010 2
00100 1 000101 2
00100 1 100010 2

La valencia i de cada vértice es el nUmero de ejes que convergen en él (es igual a la suma de los términos

que hay en la fila o columna correspondiente a dicho vértice).

A partir de la Matriz Topoldgica y de los algoritmos adecuados, se obtienen los indices topoldgicos. Estos
indices son descriptores numéricos de la estructura molecular y deben ser lo mds discriminante posible. A

seguir se describen algunos indices topoldgicos.
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¢ Indice de Wiener: este fue el primer indice topoldgico util para caracterizar la “ramificacién” de un

grafo molecular. El calculo del indice se basa en la matriz de distancia del grafo y se calcula por medio

de la siguiente ecuacion:

W=w+P

siendo W el indice de Wiener, w es el nimero de Wiener y P es el nimero de pares de vértices
n

separados por 3 ejes. El numero de Wiener, w, se calcula por la siguiente ecuaciéon: w = Z
i

Z?d(i + ), donde di+j son los elementos de la matriz de distancia de la molécula.

¢ indices de Conectividad Molecular: Para poder definirlos es necesario introducir el concepto de

Subgrafo (Si). Este es cualquier parte de un grafo constituido por sus vértices o bien por uno o varios

ejes interconectados. Los subgrafos se clasifican segun su:
-Orden (n): numero de ejes del Si. Los enlaces multiples se consideran como un solo eje.
-Tipo (t). Estos se dividen en:

e Path (p): subgrafos cuyos vértices tiene valencia 1y 2, sin formar un ciclo.

e Cluster (c): subgrafos que contienen algun vértice con valencia 3 é 4, pero ninguno con valencia 2,
y sin formar un ciclo.

e Path-Cluster (pc): subgrafos que incluyen vértices con valencia 2, ademas de algunos con valencias
3 6 4, sin formar un ciclo.

e Chain (ch): subgrafos que contienen algun ciclo.

Los indices de conectividad molecular, "y, corresponden en cada caso a la suma, para todos los

subgrafos moleculares de tipo t y orden n:

nS; = IT; [(3i);] /2

En el caso de moléculas con heterodtomos es necesario introducir un valor para la valencia del heteroatomo.

En este caso se reemplaza (di); por el delta de valencia [(di);]¥ donde:

[(Gi)]'=2'-H/Z-2'-1
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siendo Z' es el nimero de electrones de valencia, H es el nimero de atomos de H y Z es el nimero atémico.
Estos indices codifican diferentes caracteristicas estructurales de las moléculas tales como el tamafio
molecular, grado de ramificacidn, posicidn e influencia de los heteroatomos y el grado de ciclicidad (Camargo,
2007). A continuacién se muestran algunos ejemplos con el objeto de ilustrar el tipo de informacion que

codifican esta familia de indices:

2y,= 1.707 2y,= 1.922 2y,= 2.488 2y,= 2.914

como puede observarse para estos isémeros del n-hexano, el valor del %y, aumenta a medida que aumenta
el grado de ramificacion. En el siguiente ejemplo con un grupo de alcoholes, se puede observar como el "

de valencia codifica la posicion del —OH en la molécula:

P s s

y¥ = 3.001 Lyv = 3.162 y¥ = 3.205

¢ indices Geométricos: Proporcionan una descripcién geométrica de la estructura molecular :

- L- longitud del grafo. Separacidn, por el camino mas corto, entre los vértices mas alejados de la
cadena principal.

- R- ndmero total de ramificaciones de vértices con valencia 3.

- PRO- pares de ramificaciones convergentes en el mismo vértice.

- PR1- pares de ramificaciones adyacentes.

- PR2- pares de ramificaciones separadas por dos enlaces.

- PR3- pares de ramificaciones separadas por tres enlaces.

- E-factor de forma. Equivale a asimilar la molécula a una elipse. Se calcula de la siguiente manera:
E= Y nidi /L
i
donde di es la distancia de los vértices a la cadena principal. L es la longitud del grafo y ni es el &tomo o
vértice i de la molécula.
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S- superficie molecular topolégica, calculada como S=E. L2

¢ indices de Carga: Los indices de carga se han desarrollado para caracterizar la distribucién de carga
en la molécula. Estos se calculan a partir de la matriz producto (M) de la matriz topoldgica (A) por la

matriz del inverso al cuadrado de las distancias (D*). Por ejemplo para el n-butano:

010 0 1 1/4 1/9 1 0 1 1/4

101 1 0 1 1/4 1/4 2 1/4 10/9
A= D#*= M = AxD* =

010 /4 1 0 1 10/9 1/4 2 1/4

00 1 1/9 1/4 1 0 14 1 0 1

De esta manera se sabe quién transfiere la carga a quién dentro de la molécula. Los términos de carga son:
Tcij = mij — mji, siendo m los términos de la matriz producto. Los indices de carga se generan a partir de
sumar los valores absolutos de los términos de carga para los vértices que estén a una determinada

distancia (por ejemplo, a distancia 1 entonces tenemos el G, a distancia 2 obtenemos el G, etc):

Gi= Z z |TCij | a partir de estos, se definen otros indices como Ji = Gi / N-1

En el presente trabajo de tesis los indices topoldgicos fueron calculados mediante los programas Dragon v.3.0.

y mediante la aplicacion disponible online OCHEM.

VI.6. SECCION F: DOMINIO DE APLICABILIDAD DE LOS MODELOS Y DATOS DE ABSORCION
INTESTINAL HUMANA (HIA) CALCULADA A PARTIR DE preADMET

En esta seccion evaluamos la confiabilidad de los datos obtenidos por la webserver preADMET en relacidn
con nuestro set de 28 OSCs (Tabla Ill.1.). Con base en el conjunto de datos de HIA Zhao et al., 2001, -241
moléculas- utilizadas para construir el modelo HIA-QSAR que sirve de sustento para los valores predichos del
servidor web preADMET, calculamos para este set varios descriptores como nHBAcc; nHBDon; MLogP;
McGowan_Volume; TopoPSA; MW (Peso Molecular); AMW; y XLogP. También calculamos estos parametros
correspondientes a nuestro conjunto de OSCs. Luego realizamos un Analisis de Componentes Principales para
evaluar la pertenencia de nuestro set de compuestos al espacio predictor generado por los datos de

preADMET.

Nota: La optimizacion 3D para todos los compuestos (conjunto de datos-HIA de Zao et. al y nuestros OSCs) se

llevd a cabo utilizando OpenBabelGUI con el campo de fuerza MMFF94.

Los resultados se muestran a continuacion:
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Tabla VI.6. Eigenanalisis de la matriz de correlacion (espacio predictor de HIA empleando datos de

preADMET)
Autovalor 32.527 26.997 10.352 0.4995 0.2864 0.1735 0.0455 0.0074
Proporcion 0.407 0.337 0.129 0.062 0.036 0.022 0.006 0.001
Acumulado 0.407 0.744 0.873 0.936 0.972 0.993 0.999 1.000

Tabla VI.7. Autovectores del PCA (espacio predictor de HIA empleando datos de preADMET)

nHBAcc 0.470 -0.111 -0.040 0.008 -0.360 -0.752 -0.263 0.016
nHBDon 0.410 -0.222 0.266 -0.336 0.751 -0.133 0.127 0.016
MLogP 0.142 0.584 0.041 0.410 0.367 0.030 -0.576 -0.024
McGowan_Volume 0.419 0.322 -0.104 0.077 -0.115 0.156 0.383 0.721
TopoPSA 0.443 -0.231 -0.041 -0.315 -0.250 0.596 -0.480 -0.041
MW 0.441 0.232 -0.244 0.159 -0.054 0.113 0.438 -0.678
AMW -0.024 -0.333 -0.862 0.166 0.304 -0.026 -0.099 0.127
XLogP -0.157 0.525 -0.334 -0.748 0.009 -0.149 -0.063 -0.044

Scree Plot of nHBAcc; ...; XLogP

Eigenvalue
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T T T T

4 5

=
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Figura VI.13. Grafico de los autovalores del PCA para evaluar el espacio predictor de datos HIA en
preADMET

Scatterplot of PC2 vs PCi
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Figura VI.14. Scatter Plots del PCA para evaluar el espacio predictor de datos HIA en preADMET

Los puntos azules representan los OSCs.

Ademas, para estudiar la pertenencia de los valores de HIA de los OSCs al espacio predictor de preADMET se
calculé la distancia de Mahalanobis, que mide la distancia desde cada punto en el espacio multivariado hasta
la media general o el centroide, utilizando la estructura de covarianza de los datos. Minitab, el software
estadistico utilizado, muestra una linea de referencia en el gréfico de valores atipicos para identificar aquellos
con valores de distancia de Mahalanobis grandes. La linea de referencia se define mediante la siguiente

férmula:

Cuando n - p-1es0, Minitab muestra el grafico de valores atipicos sin la linea de referencia.

\/p x F inversa CDF (95,p,n—p—1)

Notacion: Yi: vector de valor de datos en la fila; Y : vector medio; S: inversa de la matriz de covarianza; p: el

numero de variables; n: el nimero de filas que no faltan.

Quitlier Plot of nHBAcc, ..., XLogP
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Figura VI.15. Grafico de OUTLIERS para evaluar el espacio predictor de datos HIA en preADMET
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Los O representan los OSCs de interés, mientras que los 1, son los 241 compuestos del espacio predictor
(obtenidos de Zao et al., 2001), se puede observar que la distancia de Mahalanobis de los OSCs y los
compuestos del espacio predictor no supera la linea de referencia.

VI.7. SECCION G: DOMINIO DE APLICABILIDAD DE LOS MODELOS Y DATOS DE
PERMEABILIDAD A TRAVES DE LA BARRERA HEMATO-ENCEFALICA (BBB) CALCULADA A
PARTIR DE SwissADME

Evaluamos la confiabilidad de los datos de SwissADME en relacién con nuestros OSCs. Con base en el conjunto
de datos de Daina & Zoete, 2016 -260 moléculas- utilizadas para construir el modelo HIA-QSAR que soporta
los valores de prediccién del servidor web SwissADME, calculamos varios descriptores como nHBAcc;
nHBDon; MLogP; McGowan_Volume; TopoPSA; MW; AMW; y XLogP. También calculamos estos parametros
correspondientes a nuestro conjunto de OSC. Luego realizamos un PCA. Nota: La optimizacion 3D para todos
los compuestos (conjunto de datos BBB y OSC) se llevd a cabo utilizando OpenBabelGUI con el campo de

fuerza MMFF94.
Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla VI.8. Eigenanalisis de la matriz de correlacién (espacio predictor de BBB empleando datos de
SwissADME)

WEEELE PC1 PC2 PC3 PCa PC5 PC6 PC7 PC8
Autovalor 32.527 26.997 10.352 0.4995 0.2864 0.1735 0.0455 0.0074
Proporcion 0.407 0.337 0.129 0.062 0.036 0.022 0.006 0.001
Acumulado 0.407 0.744 0.873 0.936 0.972 0.993 0.999 1.000

Tabla VI.9. Autovectores del PCA (espacio predictor de BBB empleando datos de SwissADME)

Variable PC1 PC2 PC3
nHBAcc 0,314 0,424 -0,002
nHBDon 0,093 0,447 -0,349
MLogP 0,455 -0,293 -0,121
McGowan_Volume 0,550 -0,031 0,016
TopoPSA 0,151 0,543 0,074
MW 0,540 0,041 0,145
AMW -0,082 0,209 0,881
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XLogP 0,251 -0,440 0,247

Scree Plot of nHBAcc; ...; XLogP
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Figura VI.16. Grafico de los autovalores del PCA para evaluar el espacio predictor de datos BBB en Swiss
ADME
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Figura VI.17. Scatter Plots del PCA para evaluar el espacio predictor de datos BBB en SwissADME

Los puntos azules representan los OSCs.

193



° UNIVERSIDAD Y NATURALES

‘~: UNCUYO EEEE CIENGIAS EXACTAS TESIS DOCTORAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA | DANIELA RAMIREZ
‘m‘ Naturaleza, Ciencia y Humanisma i
et NACIONAL DE CUYO EEER , CAPITULO VI

Ademas, para estudiar la pertenencia de los valores de HIA de los OSCs al espacio predictor de SwissADME se

calculd la distancia de Mahalanobis.

Quitlier Plot of nHBAcc, ..., XLogP

14 * CODE: 1 = Dataset BBB and 0 = O5Cs
05Cs »3.972: Aliine and Metiine

12

10

Mahalanobis Distance

P

.r# |'q L - 1"&“.'."’..". 3972
1 £, 1 1 I||I.I -1 0 o
A e

Q L0 100 150 200 250 300

Observation

Figura VI.18. Grafico de OUTLIERS para evaluar el espacio predictor de datos BBB en SwissADME

Los O representan los OSCs de interés, mientras que los 1, son los 260 compuestos del espacio predictor
(obtenidos de Daina & Zoete, 2016), se puede observar que la distancia de Mahalanobis de los OSCs y los
compuestos del espacio predictor no supera la linea de referencia.

VI.8. SECCION H: DOMINIO DE APLICABILIDAD DE LOS MODELOS Y DATOS DE PERMEACION
EN PIEL (Kp) CALCULADA A PARTIR DE SwissADME

Evaluamos la confiabilidad de los datos de SwissADME en relacion con nuestros OSC. Con base en el conjunto
de datos de Kladt et al., 2018 -41 moléculas- utilizadas para construir el modelo HIA-QSAR que admite los
valores de prediccion del servidor web SwissADME, calculamos varios descriptores como nHBAcc; nHBDon;

MLogP; McGowan_Volume; TopoPSA; MW; AMW; y XLogP. También calculamos estos parametros
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correspondientes a nuestro conjunto de OSC. Luego realizamos un PCA. Nota: La optimizacion 3D para todos
los compuestos (conjunto de datos K, y OSC) se llevd a cabo utilizando OpenBabelGUI con el campo de fuerza
MMFF94. Nota: La optimizacion 3D para todos los compuestos (conjunto de datos-HIA de Zao et. al y nuestros

OSCs) se llevé a cabo utilizando OpenBabelGUI con el campo de fuerza MMFF94.

Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla VI.10. Eigenanalisis de la matriz de correlacion (espacio predictor de Kr empleando datos de

SwissADME)
Autovalor 44.307 18.567 10.054 0.3225 0.2627 0.1053 0.0150 0.0017
Proporcién 0.554 0.232 0.126 0.040 0.033 0.013 0.002 0.000
Acumulado 0.554 0.786 0.912 0.952 0.985 0.998 1.000 1.000

Tabla VI.11. Autovectores del PCA (espacio predictor de Kr empleando datos de SwissADME)

nHBAcc 0.433 0.185 0.140 0.104 -0.171 -0.833 -0.155 0.021
nHBDon 0.348 0.316 0.227 -0.802 0.248 0.123 0.078 -0.034
MLogP 0.370 -0.420 -0.011 0.087 0.460 0.139 -0.665 0.080
McGowan_Volume 0.451 -0.190 -0.126 0.186 0.062 0.094 0.370 -0.749
TopoPSA 0.368 0.361 -0.184 0.093 -0.617 0.442 -0.339 0.022

MW 0.455 -0.118 -0.202 0.161 0.095 0.098 0.517 0.653

AMW -0.093 0.299 -0.874 -0.119 0.279 -0.186 -0.094 -0.061
XLogP 0.001 -0.649 -0.273 -0.505 -0.476 -0.152 -0.010 0.022
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Figura VI.19. Grafico de los autovalores del PCA para evaluar el espacio predictor de datos Kp en
SwissADME
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Scatterplot of PC3 vs PC2
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Figura V1.20. Scatter Plots del PCA para evaluar el espacio predictor de datos Ke en SwissADME

Los puntos azules representan los OSCs.

Ademas, para estudiar la pertenencia de los valores de Kp de los OSCs al espacio predictor de SwissADME se

calculd la distancia de Mahalanobis.
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Quitlier Plot of nHBAcc, ..., XLogP
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Figura VI.21. Grafico de OUTLIERS para evaluar el espacio predictor de datos HIA en preADMET

Los O representan los OSCs de interés, mientras que los 1, son los 96 compuestos del espacio predictor
(obtenidos de Kladt et al., 2018), se puede observar que la distancia de Mahalanobis de los OSCs y los
compuestos del espacio predictor no supera la linea de referencia.
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