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RESUMEN

Ugni molinae Turcz., Myrtaceae conocida normalmente como murta o murtilla
es un arbusto nativo siempre-verde del centro-sur y sur de Chile. La medicina
folclorica le atribuye muchas propiedades y entre sus usos destaca como
tratamiento para la diabetes al consumir la infusion de sus hojas y ramas. Se
han demostrado la presencia de acidos triterpénicos pentaciclicos y polifenoles
en los extractos de murtilla con potente actividad inhibitoria de a-glucosidasa.
Su inhibicién permite la disminucion del peak postprandial de glucosa al retardar
y disminuir la absorcién de monosacéridos.

El objetivo de este estudio fue comparar la actividad inhibitoria de a-glucosidasa
de extractos etandlicos (EETs) y acetato de etilo (EAEsS) de hojas de 10
genotipos de U. molinae cultivadas en las mismas condiciones edafoclimaticas
y manejo agronémico y determinar su mecanismo de inhibicion.

El estudio se llevé a cabo mediante el método espectrofotométrico de inhibicion
de a-glucosidasa utilizando pNPG como sustrato, descrito previamente por Kim
et al. (2001) con las modificaciones correspondientes. Los resultados sugieren
que los extractos mas potentes corresponden a los EET 23-2 y EAE 27-1
observandose diferencias significativas en un 70% y un 60% de los genotipos
respectivamente con valores de Clso de 1,12 + 0,07 y 8,20 + 0,20 ug/mL. Sin
embargo todos los extractos fueron mas potentes que acarbosa, farmaco de
referencia (Clso = 251,0 + 34,0 ug/mL). Ademas el genotipo 23-2 para ambos
extractos presento un comportamiento de inhibidor acompetitivo y el genotipo
27-1, de inhibidor no competitivo mixto, evaluados por la gréfica de Lineweaver-
Burk y los cambios en sus constantes cinéticas.

Se concluye que los genotipos difieren en potencia y tipo de inhibicion debido al
factor genético. En general los genotipos 23-2 y 27-1 que no presentan
diferencias con los genotipos 19-1 y 14-4 poseen buenas proyecciones in vivo
para el potencial tratamiento de DMT2, dada sus actividades antioxidantes e
inhibidoras de enzimas claves en la DMT2 in vitro.



ABSTRACT

Inhibitory activity evaluation of a-glucosidase from leaves extracts of ten
Ugni molinae Turcz. genotypes and inhibition type determination

Ugni molinae Turcz., Myrtaceae generally known as murta or murtilla is an
evergreen shrub native of south-central and southern Chile. Folk medicine
attributes many properties and among its uses include as a treatment for
diabetes by consuming the infusion of its leaves and branches. It has
demonstrated the presence of pentacyclic triterpenic acids and polyphenols in
murtilla extracts with potent inhibitory activity of a-glucosidase. Its inhibition
allows decreasing the postprandial glucose peak by to decreasing the
absorption of monosaccharides.

The aim of this study was to compare the inhibitory activity of a-glucosidase
from etanolic (ETES) and ethyl acetate (EAES) leaves extracts of 10 U. molinae
genotypes grown in the same soil and climatic conditions and agronomic
management and determine its mechanism of inhibition.

The study was performed by the spectrophotometric method of inhibiting a-
glucosidase using pNPG as substrate, previously described by Kim et al. (2001)
with appropriate modifications. The results suggest that ETE 23-2 and EAE 27-1
are more potent with significant differences about 70% and 60% of the
genotypes respectively with ICsp values of 1.12 + 0.07 and 8.20 + 0.20 pg/mL.
However all extracts were more potent than acarbose, reference drug (ICso =
251.0 + 34.0 ug/mL). Besides for both extracts the 23-2 genotype present
uncompetitive inhibitor behavior and genotype 27-1, mixed noncompetitive
inhibitor, evaluated by the Lineweaver-Burk and changes in their kinetic
constants.

It is concluded that genotypes differ in power and inhibition type due to genetic
factor. In general 23-2 and 27-1 genotypes not show differences with 19-1 and
14-4 genotypes possess good in vivo projections for the potential treatment of
T2DM, due to its in vitro antioxidant and inhibiting activities of key enzymes in
T2DM.



1. Introduccién
1.1. Murtilla

La murtilla aunque ha sido originalmente llamada Myrtus ugni Mol., actualmente
es conocida como Ugni molinae Turcz., pertenece a la familia de las Myrtaceae
y también se le conoce por sus nombres comunes murta, murtillo, ufi (UAU
nombre indigena, mapuche) chilean cranberry y chilean guava (Wilhem de
Mosbach, 1992; Montenegro, 2002) es un arbusto nativo perenne (siempre
verde), de forma variable segun disponibilidad de agua que alcanza hasta los
dos metros en zonas de alta pluviosidad; posee hojas pecioladas, opuestas, sin
estipulas, aovado-oblongas, con el apice agudo en forma de lanza, verdes por
encima, glaucas (de un verde mas claro) y con puntuaciones por el envés que
reflejan las glandulas presentes; de 2 a 2,5 cm de longitud; sus ramas nuevas
presentan entrenudos cortos, hojas comprimidas y se encuentran cubiertas de
vellos. Sus flores péndulas, solitarias y axilares presentan cinco sépalos unidos
en base y cinco pétalos, estambres numerosos y un estilo mas largo. Los frutos
son bayas globosas con gran cantidad de semillas (Figura 1); carnosos, dulces
y aromaticos con restos de célices pentameros y tetrdmeros (Hoffmann, 2005).

Crece desde la VI region hasta el rio Palena en la X region. Habita
principalmente en la cordillera de la costa formando parte de bosques. Crece
preferentemente en quebradas donde la humedad es mas alta, aunque es
frecuente en terrenos abiertos y degradados asi como en las orillas de bosques
(Montenegro, 2002).



Figura 1: Ugni molinae Turcz. (Myrtaceae) — Instituto de Investigaciones Agropecuarias

La medicina folclorica chilena atribuye a las partes aéreas de esta especie
propiedades astringentes, estimulantes y arométicas, y se cree Uutil en el
tratamiento de enfermedades del tracto urinario (Aguirre et al., 2006), ademas
esta especie de la familia de las Myrtaceae se ha usado como analgésico para
distintos tipos de dolor y como anti-inflamatorio (Delporte et al., 2007). El
extracto de hojas de la planta es usado en cosméticos para descongestionar y
regenerar la piel y neutralizar el estrés oxidativo retardando los signos del
envejecimiento (Aguirre et al., 2006). Las infusiones preparadas con ramas y
hojas de murta han sido consumidas para el tratamiento de la diabetes (Rubilar

et al. 2011), por lo cual ha sido objeto de diversos estudios incluyendo el actual.

Un estudios de variabilidad genética, realizado en 45 accesiones de murtilla
recolectada en una amplia zona del sur de Chile, a través de la técnica de ADN
polimoérfico amplificado al azar (RAPD de su nombre en inglés Random
Amplified Polimorphyc DNA) observo ausencia de homologia en las accesiones,
incluso esta se observO en accesiones recolectadas en un mismo sitio
geografico. El estudio sugiere que la heterogeneidad morfoldgica de la especie
podria resultar de la aparentemente facil polinizacion cruzada (47%), o

xenogamia (Seguel et al. 1999; Seguel et al. 2000).



1.1.1. Acidos triterpénicos pentaciclicos

Los acidos triterpénicos pentaciclicos son una clase de compuestos
isoprenoides de 30 carbonos, ampliamente presentes en plantas, producidos
biosintéticamente por plegado y ciclacion del escualeno (Babalola y Shode,
2013). Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la presencia
de A&cidos triterpénicos pentaciclicos cémo: acidos betulinico, ursélico,
oleandlico, incluyendo 2a-hidroxi derivados como los acidos: alfitélico, asiatico,
corosolico, madecasico y maslinico (Tabla 1) responsables de la actividad anti-
inflamatoria, en distintos extractos seriados de hojas de murtilla silvestre.
Dichos compuestos fueron identificados por RMN y por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia acoplada a detector de UV y a espectrometro de
masas por ionizacion electrospray en tandem, CLAE-UV-IES-MSn (Aguirre et
al., 2006; Goity et al., 2013).

Tabla 1: Acidos triterpénicos pentaciclicos a) ) !

presentes en distintos extractos de hojas de [ }
murtilla

Nucleo Ursano (Figura 2.a) J ! ‘ £
Acido R R. Rs " R\ \!1
Ursélico -H -CHs b)
Corosdlico -OH -CHs .
Asiatico -OH -CH,OH -H )
Madecasico  -OH -CH,OH -OH J T \J\cow
Nucleo Lupano (Figura 2.b) “r I X
Acido R1
Betulinico -H
Alfitélico -OH

Nucleo Oleanano (Figura 2.c)

Acido R.
Oleandlico -H
Maslinico -OH

&

Figura 2: Estructura quimica de los acidos
triterpénicos pentaciclicos



1.1.2. Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios de plantas y estan generalmente
involucrados en la defensa contra la radiacién ultravioleta o agresiones por
patogenos. Derivan de un intermediario comun, la fenilalanina, o un precursor
cercano, el acido shikimico. Principalmente se encuentran en sus formas
conjugadas con uno o mas residuos de azucares (heterdsidos) unidos a los
grupos hidroxilos, aunque también se pueden encontrar uniones directas del
azucar a un carbon aromatico. Se pueden clasificar en funcidon del nimero de
anillos fendlicos que contienen o sobre la base de sus elementos estructurales,
destacando: los &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos y lignanos
(Pandey y Rizvi, 2009).

Algunos estudios han reportado la presencia de taninos derivado de la
catequina y del acido galico y de compuestos polifendlicos como: ramnésido,
diramnésido y glucésido de miricetina, glucésido de quercetina y canferol junto
con las geninas miricetina, quercetina y epicatequina ademas de acido galico
(Figura 3) en extractos acuosos e hidroalcohdlicos de murtilla, identificados
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia acoplado a un espectrémetro
de masa, CLAE-MS y por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplado a
detector de arreglo de diodos, CLAE-DAD (Rubilar et al., 2006; Avello et al.,
2013).
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Figura 3: Polifenoles encontrados en distintos extractos de hojas de murtilla

1.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

El estado de hiperglicemia cronica define a la DMT2, condicién que conlleva
dafio a nivel microangiopatico (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y
macrovascular (enfermedad isquémica del corazon, ataque cerebral vy
enfermedad vascular periférica). La DMT2 se asocia a una reduccién en la
expectativa de vida, aumento del riesgo de complicaciones y de eventos
morbidos relacionados con las complicaciones crénicas, disminucion en la
calidad de vida y aumento en los costos. La prevalencia de DMT2 en nuestro
pais se estima entre 4,2% y 7,5%. En Chile sobre el 85% de las personas que
tiene diabetes conoce su condicion; el problema radica en que un bajo
porcentaje de las personas afectadas (entre un 17,6 y 19,7%) estd bien

controlada, es decir, en un estado de euglicemia (MINSAL, 2010).

La DMT2 es una enfermedad heterogénea, compleja, interrelacionada que
involucra etiologias multigénicas. Las alteraciones clasicas en esta condicion
son caracterizadas por la combinacion de resistencia a la insulina (RI), deterioro
progresivo de las células p que resulta en una secrecion y liberacion de insulina
alterada y aumento en la produccion de glucosa hepatica como resultado del

aumento de la glucogendlisis y consecuentemente un aumento de la glicemia.



Alteraciones de diferentes vias de sefializacion y de dafio a nivel celular pueden

ser provocadas por la hiperglicemia, activAndolas ya sea por un efecto toxico

directo, por sus derivados metabdlicos y productos, o debido a los efectos

continuos sobre las vias de sefalizacion especialmente a nivel celular causado

por los metabolitos de la glucosa, como las que se indican a continuacion:

)

ii)

V)

Formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs de su nombre
en inglés advance glication end-products) por oxidacién intracelular de
glucosa, compuestos de fragmentacion de fosfatos y la descomposicion de
aductos de lisina derivados de desoxifructosa (productos de Amadori), que
luego reaccionan con grupos aminos de diversas proteinas celulares.

Estrés oxidativo debido al aumento de especies reactivas de
oxigeno/nitrogeno (EROS/ERNS) a través de reacciones tanto enzimaticas
como no enzimaticas. El estrés oxidativo resulta de un desbalance entre
EROs/ERNSs y las defensas celulares enddgenas.

Activacion de las isoformas de proteina quinasa C (PKC, protein kinasa C),
grupo de proteinas dependientes de fosfolipidos. Estas proteinas median
diferentes respuestas celulares a hormonas, neurotransmisores y factores
de crecimiento, subsecuentemente juegan un rol clave en la regulacion de
la liberacion de vasodilatadores, activacién endotelial y otras funciones
celulares importantes e incrementando la produccién de diacilglicerol
(DAG). Ademas contribuyen a la aparicion de complicaciones
cardiovasculares por activacion de oxidasas dependientes de NADPH.
Actividad de la aldosa reductasa aumentada acumulando sorbitol,
disminuyendo los niveles de taurina (potente antioxidante y eliminador de
radicales libres) y mioinositol cuya deficiencia se relaciona con la neuropatia
clinica responsable de la regeneracion alterada de la fibra nerviosa y el
dafio neuroldgico asociado con la diabetes, también destruye pericitos, de
este modo acelera la retinopatia (aumento permeabilidad y tono colinérgico)

y la neuropatia (enlentece la conduccion y disminuye el flujo sanguineo).
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Ademas aumenta el flujo en la via del poliol, disminuyendo los niveles de
NADPH.

v) Aumento del flujo a través de la via de la hexosamina, esto desvia fructosa
fosfato de la glicolisis para proporcionar sustratos para la formacion de
glicoproteinas y sintesis de diversos proteoglicanos. Las células p
pancreaticas pueden ser especialmente sensible a la activacién de la ruta
de la hexosamina, resultando en niveles de peroxido de hidrogeno (H202)
intracelular aumentados alterando la liberacion de insulina, la Rl y
promoviendo la disfuncion de las células .

vi) Sobreproduccion del anién superoxido (O27) inducido por la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria. La hiperglicemia puede
inducir mutaciones en el ADN mitocondrial por adhesion de monocitos e
inhibicion de la activacion del receptor proliferador de peroxisomas
activados, puediendo ser el mecanismo central subyacente a todas las rutas
destructivas responsables del paradigma diabético. (Al-Dallen et al., 2004;
Giaccoy Brownlee, 2010; Barrientos, 2010; Codario, 2011)

La elevacién temprana de la glucosa postprandial en el desarrollo de la DMT2,
asociado con la RI progresiva, resulta en una hipertrofia compensatoria de los
islotes de células, pero eventualmente la produccién de insulina es insuficiente
para mantener la euglicemia. En muchas instancias una pérdida o retraso en la
fase temprana de liberacion de insulina en respuesta a la carga de glucosa a la
hora de comer agrava la deficiencia en las células B y contribuye a la naturaleza

progresiva de la enfermedad.

Los inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa (acarbosa, miglitol y voglibosa)
retrasan la absorcibn de carbohidratos en el tracto gastrointestinal y son
efectivos en atenuar la hiperglicemia postprandial. Aunque estos agentes no

son extremadamente potentes, pueden ser usados de una forma sinérgica con



otros medicamentos. Ademas, algunos datos indican que la acarbosa reduce el
riesgo de eventos macrovasculares comparado con placebo (Codario, 2011).

1.2.1. a-glucosidasa

La a-amilasa y a-glucosidasa son enzimas claves en la digestion de
carbohidratos. La a-amilasa humana es uno de los principales productos de
secrecion del pancreas y las glandulas salivares. La actividad de esta enzima
es un prerrequisito del proceso de digestion catalizando la ruptura de enlaces a-
D-(1-4) glucosidicos del almidén, amilosa, amilopectina, glicégeno y diferentes

maltodextrinas generando oligosacaridos mas cortos (Lordan et al., 2013).

Las glucosidasas son una clase importante de enzimas que catalizan la
hidrélisis de los enlaces glucosidicos en oligosacaridos y glucoconjugados, que
estan involucradas en diferentes actividades bioldgicas de importancia
relacionadas a desordenes metabodlicos y enfermedades como la diabetes,
obesidad, enfermedad de depdésito lisosomal de glucoesfingolipidos, infeccién

con VIH y tumores. (Chandran et al., 2015).

La a-glucosidasa es una enzima exo-carbohidrasa, que se encuentra localizada
en la membrana superficial de las microvellosidades de las células intestinales
(enterocitos), cataliza la ultima etapa del metabolismo de glicidos mediante la
hidrolisis de carbohidratos complejos y disacaridos, de la porcion terminal no
reductora, a monosacaridos absorbibles provocando asi un aumento en los

niveles de glucosa en sangre (Lordan et al., 2013; Zhang et al., 2015).

La inhibicion de estas enzimas hidroliticas disminuye el influjo de glucosa desde
el tracto intestinal a los vasos sanguineos resultando en una disminucion de la
glicemia postprandial. Algunos estudios dan cuenta de la inhibicion de a-
glucosidasa por compuestos triterpénicos pentaciclicos como los acidos
ursolico, maslinico, corosdélico, asiatico, oleandlico y sus derivados, retrasando

la digestion y provocando un aumento en el tiempo de permanencia de los
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carbohidratos, por ende una reduccion en la absorcion de glucosa (Hou et al.,
2009; Alejandro et al., 2013). También se han estudiado los efectos en la
inhibicion de a-glucosidasa de distintos compuestos fendlicos obtenidos de
extractos de propoleos, maqui y murta (Rubilar et al., 2011; Zhang et al., 2015)
y de compuestos fendlicos aislados como miricetina, rutina y quercetina (Li et
al., 2009; Hyung et al., 2014).



2. Hipoétesis

La actividad inhibitoria de la a-glucosidasa y el mecanismo de inhibicién de los
extractos de acetato de etilo (EAES) y extractos etanodlicos (EETs) de hojas de
U. molinae Turcz., cultivadas en las mismas condiciones edafoclimaticas y

manejo agrondmico, esta influenciada por el genotipo.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Evaluar en forma comparativa la actividad inhibitoria de los EAEs y EETs de
hojas de diez genotipos de U. molinae Turcz. cultivadas en las mismas
condiciones edafoclimaticas y manejo agrondémico, frente a la enzima a-
glucosidasa, identificando el genotipo méas potente con potencial uso en el
tratamiento de la DMT2 y determinacion el tipo de inhibicion.

3.2. Objetivos especificos

o Determinar en forma comparativa las concentraciones inhibitorias 50%
(Clso0) frente a a-glucosidasa de los EAEs y EETs de hojas de los diez

genotipos de U. molinae Turcz.
¢ Identificar los genotipos més potentes frente a a-glucosidasa.

e Determinar el tipo de inhibicién de los extractos mas potentes
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4. Materiales y métodos
4.1. Reactivos

La acarbosa, p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido (pNPG) y la enzima a-glucosidasa
(Saccharomices cerevisiae) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, Chile; el fosfato
diacido de sodio monohidrato (NaH2PO4¢H20) y el Dimetilsulféxido (DMSO,
CH3SOCH?g) fueron adquiridos en Merck, Chile; el hidroxido de sodio (NaOH)

fue adquirido en Fluka Chemik. Los solventes de extraccion grado técnico.

4.2. Material vegetal

A partir de diez accesiones obtenidas desde el banco de germoplasma del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Carillanca, IX Region, se
desarrollaron los cultivos de diez genotipos de U. molinae Turcz. en las mismas
condiciones edafocliméaticas y manejo agrondmico. Se recolectaron hojas de

cada uno de los genotipos en el mes de mayo del 2013.

La seleccién de los diez genotipos se realizé de acuerdo a la cantidad de hojas
y calidad de frutos, considerando cinco genotipos por categoria. Se guardaron
los testigos herbarios de los diez genotipos en el herbario de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (Anexo 1) y sus

nameros de registro (Tabla 2).

Tabla 2: Genotipos y niumeros de registro de los testigos herbarios

Genotipo Numero Genotipo Numero
8-2 SQF22571 19-2 SQF22557
14-4 SQF22549 22-1 SQF22553
19-1 SQF22554 23-2 SQF22556
19-1ha SQF22553 27-1 SQF22555
ZF-18 SQF22550 31-1 SQF22551
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4.3. Estudios quimicos

4.3.1. Preparacion de los extractos

Dos kilogramos de hojas secas y molidas de cada uno de los diez genotipos
fueron masados y registrados los valores para posteriormente calcular sus
rendimientos en la extraccion. En el proceso de extraccion seriada (Figura 4) se
emplearon solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano, acetato de
etilo y etanol) para obtener los respectivos extractos y luego concentrarlos a
través de un evaporador rotatorio a presion reducida. Cada extraccion se realizo
hasta agotar completamente el material vegetal con cada disolvente, el cual fue

debidamente secado antes de agregar el siguiente.

Los extractos obtenidos se llevaron a sequedad por medio de una corriente de
aire caliente a 30°C y luego se molieron y almacenaron a temperatura ambiente

en frascos plasticos etiquetados con el nombre de cada genotipo.

Extracto de Diclorometano (EDCM) Extracto de Etanol (EET)

“ceenene [ e ]

* Material vegetal * Material vegetal

seco agotado seco agotado
con hexano con acetato de
etilo

* Material vegetal
seco agotado
con

* Hojas secas y
molidas de los
10 genotipos de
U. molinae Turcz. diclorometano

Acetato de
Hexano s
etilo

Extracto de Hexano (EH) Extracto de Acetato de etilo (EAE)

Polaridad

* Material vegetal
seco agotado

con etanol

Figura 4: Esquema de extraccion seriada de las hojas de cada genotipo de murtilla
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Los extractos utilizados en esta memoria corresponden a los EAEs y EETs
dado que en estudios previos se determiné in vivo sus efectos antinflamatorios
en la inflamacion inducida por TPA en oreja de ratdn, asi como sus actividades
antioxidantes por los siguientes métodos ORAC-FI, FRAP y DPPH (Arancibia,
2015; Pefa, 2015).

4.4. Estudios farmacolégicos

4.4.1. Actividad inhibitoria frente a-glucosidasa

El ensayo se llevd a cabo en un espectrofotometro de microplaca Thermo
Scientific® Multiskan® GO, para lo cual se utilizé una placa de 96 pocillos,
empleando la metodologia descrita por Kim et al. (2001) con las modificaciones
correspondientes. El medio de reaccion consistié en: a) un buffer fosfato 100
mM a pH 6,8 y b) p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido (pNPG) 5 mM. El pNPG,
sustrato de la enzima, posee en su estructura una D-glucosa unida por enlace
a-glucosidico a un grupo p-nitrofenil, el cual en presencia de la enzima es
catalizado por hidrélisis liberando p-nitrofenol, compuesto de naturaleza
aromatica de color amarillento que absorbe a alrededor de 400 nm. Los
extractos a distintas concentraciones en DMSO 11,5% fueron preincubados
durante 5 min a 37°C con el medio de reaccién, posteriormente se adiciond la
solucién enzimatica 0,1 U/ml (a-glucosidasa de S. cerevisiae) para iniciar la
reaccion. Para los controles negativo y positivo se procedio de la misma forma
pero en lugar de extractos se adicioné6 DMSO 11,5% y acarbosa a distintas
concentraciones en DMSO 11,5%, respectivamente. Inmediatamente después
de iniciada la reaccion se realizé una lectura a 400 nm (0O min) y se incubo por
30 min a 37°C y se realizo la segunda lectura a 400 nm, como lo indica el
protocolo (Tabla 3), con el fin de medir la absorbancia solo en el periodo de

tiempo descrito en la literatura (30 minutos).
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Tabla 3: Protocolo del ensayo de inhibicion de a-glucosidasa

Volimenes (ulL) CN B CP CNEcp M CNEwm
| Tampon fosfato 100mM 120 150 120 150 120 150
DMSO 11,5% 20 20 e e e
Extracto e e e e 20 20
Acarbosa 0 s e 20 20 e e
pNPG 60 60 60 60 60 60

Incubar por 5 minutos a 37 °C

Solucién enzimatica 0,1
U/mL

<10 J— <1 J— 30

Medir a 400 nm, incubar por 30 minutos y volver a medir a 400 nm

CN: control negativo, B: Blanco del control negativo, CP: control positivo, CNEcp: control no enzimatico del

control positivo, M: muestra y CNE: control no enziméatico la muestra. DMSO: Dimeltilsulféxido, pNPG: p-

nitrofenil-a-D-glucopiranosido

El esquema de los pocillos en la microplaca se planificé para facilitar el llenado

de la misma (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B CNE; | CNE; | CNE; | M, M; M, B
C CNE; | CNE; | CNE, | M, M. M, B
D CNEs | CNE; | CNE; | M M3 M3 B
E CNEs | CNE, | CNEs | M, My My CN
F CNEs | CNEs | CNEs | Ms Ms Ms CN
G CNEs | CNE; | CNEs | Mg Me Me CN
H

Figura 5: Esquema de llenado de la microplaca para el ensayo de inhibicién

Donde los nimeros del 1-6 corresponden a las concentraciones decrecientes de los extractos o acarbosa
siendo el 1 mas concentrado y 6 menos concentrado. B: Blanco del control negativo. CN: control negativo,

CNE: control no enziméatico de la muestra y M: muestra.

15



Los porcentajes de inhibicion (%l) fueron calculados a partir de las
absorbancias obtenidas mediante la siguiente ecuacion:

(ﬂf'lm' - 5"'15] - (ﬂﬂm - ﬁﬂc,ws]

%I =
(ﬂ.a‘qr_—ﬂr - ﬂ'ﬂaj

Donde A corresponde a la absorbancia, A a la diferencia de las absorbancias
entre el tiempo 0 min y 30 min (Ax@o min)-Ax© min)), CN al control negativo, B al

blanco, M a la muestra y CNE al control no enzimatico.

Finalmente para el célculo de las Clso se graficaron los %l versus el logaritmo
de la concentracion (Log(C)) mediante el software GraphPad Prism® 6, version

6,01 para Windows.

4.4.1.1. Preparacion de soluciones

a. Soluciéon de NaOH 1M

La solucion de NaOH se prepar6 para llevar a pH 6,8 la solucién tampon fosfato
masando 400 mg de NaOH en un matraz de aforo de 10 mL que se enraso con

agua miliQ y fue almacenada a 4°C.
b. Solucién tampon fosfato 100 mM

La solucion tampon fosfato se prepar6 masando 345 mg de NaH2PO4*H20 en
un vaso de precipitado de 50 mL al cual se le adicioné 20 mL de agua miliQ,
posteriormente se sonicO en un Ultrasonic Cleaner VWR® hasta la completa
disolucion de los cristales. Finalmente se ajusto a pH 6,8 con una solucion de
NaOH 1M gota a gota con ayuda de un pH/mV/°C-metro (OAKTON® pH 500
serie), posteriormente se trasvasijo la solucion ajustada a un matraz de aforo de
25 mL y se enrasé con agua miliQ. La solucidon se almacend a 4°C por un
maximo de 2 dias, por lo cual fue necesaria la preparacion de la solucion para

cada medicion.
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c. Solucién enziméatica 0,1 U/mL

La solucién enzimética de a-glucosidasa de S. cerevisiae se preparé masando
2 mg de enzima (polvo blanco) en un matraz de aforo de 1 mL el cual fue
enrazado con tampoén fosfato (solucidon madre). Para almacenar la solucion se
dispuso en dos tubos eppendorf de 1,5 mL y se mantuvieron a -20°C. Al
momento de realizar el ensayo se descongelo un eppendorf en hielo y se tomo
una alicuota de 6,3 uL con micropipeta y se dispuso en un tubo falcon de 15
mL. Finalmente se adicionaron 1993,7 uL de tampon fosfato y se mantuvo a

4°C hasta la medicion.
d. Solucién de pNPG 5 mM

La solucion sustrato se realizd6 masando 15 mg de pNPG en un matraz de aforo
de 10 mL protegido de la luz y se enrasé con solucion tampon fosfato. Se llevo
al sonicador hasta completa disolucién de los cristales y se trasvasijo a un tubo
falcon de 15 mL protegido de la luz y se mantuvo a 4°C hasta el momento de la

medicion.
e. Soluciéon de DMSO 11,5%

La solucibn de DMSO se preparé para no superar el 1% en el pocillo de
reaccion en la microplaca. Se tomaron 2,8 mL de DMSO puro en un matraz de
aforo de 25 mL y se enras6 con agua miliQ. La solucion se almacend a 4°C

hasta el momento de la medicion.
f. Extractos y acarbosa

Para los extractos inicialmente se prepar6 una solucion madre de 1,15 mg/mL
para que en el pocillo de reaccion de la microplaca las concentraciones fueran
del orden de los ug/mL. Se masaron 5,75 mg de los extractos en un matraz de
aforo de 5 mL y se enrasé con solucion de DMSO 11,5%, posteriormente se
hicieron diluciones en tubos eppendorf donde se pipetearon los volimenes
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necesarios para las concentraciones a ensayar y se completé el volumen con
DMSO 11,5%. Para el caso de los EAEs fue necesario preparar soluciones
madres de mayor concentracion debido a que estos fueron menos potentes a
las mismas concentraciones de los EETs. Con esto las concentraciones finales
de los EET fluctuaron entre 0,1 y 10 ug/mL y las de los EAEs fluctuaron entre 5
y 300 pug/mL. La solucién de acarbosa se prepard de la misma forma descrita
previamente con concentraciones que fluctuaron entre 0,0026 y 13,0435

mg/mL.

4.4.2. Cinética de inhibicion de a-glucosidasa

El ensayo se llevé a cabo en un espectrofotometro de microplaca Thermo
Scientific® Multiskan® GO, para lo cual se utiliz6 una placa de 96 pocillos,
empleando la metodologia descrita anteriormente con las modificaciones
correspondientes. El medio de reaccién consistié en un buffer fosfato 100 mM a
pH 6,8 y pNPG a distintas concentraciones (5, 4, 3, 2, 1 y 0,5 mM). Los
extractos a tres concentraciones distintas en DMSO 11,5% (concentraciones
que bordearon el valor de la Clso) fueron preincubados durante 5 min a 37°C
con el medio de reaccion, posteriormente se adiciond la solucién enzimatica 0,1
U/ml (a-glucosidasa de S. cerevisiae) para iniciar la reaccion. Para el control se
procedié de la misma forma pero en lugar de extractos se adicion6 DMSO
11,5%. Para validar la metodologia se procedié de igual manera con acarbosa
como control positivo a distintas concentraciones en DMSO 11,5%.
Inmediatamente después de iniciada la reaccion se inicio un ciclo cinético de 60
mediciones a 400 nm cada 30 segundos (30 minutos) a 37°C como lo indica el
protocolo (Tabla 4).
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El esquema de los pocillos en la microplaca se planifico para facilitar el llenado

de la misma (Figura 6).

Con el fin de obtener el diagrama de Lineweaver-Burk o de dobles reciprocos
para evaluar los cambios en las constantes cinéticas velocidad maxima (Vmax) y
constante de Michaelis-Menten (Km), una vez obtenido las curvas de progresion
de la reaccion se procedié a: (i) calcular la velocidad inicial (Vo) que
corresponde a la pendiente de la recta calculada utilizando el método de
regresion lineal en la zona inicial o de velocidad rapida de la curva para cada
concentracion de sustrato en ausencia o presencia del inhibidor, (i) una vez
obtenidas las Vo, se graficaron en funcién de la concentracién de sustrato,

obteniéndose las respectivas curvas de Michaelis-Menten para visualizar estos

cambios.
Tabla 4: Protocolo del ensayo de cinética de inhibicién de a-glucosidasa
Tampén fosfato 100 mM 120 150 120 150 120 150
DMSO 11,5% 20 20 e e e
Extracto e e e e 20 20
Acarbosa 0 s e 20 20 e e
pNPG 60 60 60 60 60 60

Incubar por 5 minutos a 37 °C
Solucién enziméatica 0,1
U/mL

<[ J— <10 J— <0 J—

Ciclo cinético de 60 mediciones a 400 nm cada 30 segundos a 37 °C

CN: control negativo, B: Blanco del control negativo, CP: control positivo, CNEcp: control no enzimatico del
control positivo, M: muestra y CNE: control no enzimético la muestra. DMSO: Dimeltilsulfoxido, pNPG: p-

nitrofenil-a-D-glucopiranosido
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A

B CNE: | CNE: | CNE; M, My M,
C CNE; | CNE; | CNE: M, M, M,
D CNEs; | CNEs | CNEs Ms Ms Ms
E CNE4 | CNE4 | CNE4 My My My
F CNEs | CNEs | CNEs Ms Ms Ms
G CNEs | CNEs | CNEs Mg Me Mg
H

Figura 6: Esquema de llenado de la microplaca para el ensayo de cinética de inhibicion
Donde los nimeros del 1-6 corresponden a las concentraciones decrecientes del sustrato (pNPG) siendo
el 1 méas concentrado y 6 menos concentrado. CNE: control no enzimético, M: muestra

4.4.2.1. Preparacion de soluciones

En general las soluciones utilizadas se prepararon de la misma forma que las
soluciones del ensayo anterior, sin embargo el sustrato, los extractos y la

acarbosa difieren.
a. Solucién de pNPG

La solucion sustrato se realizd6 masando 15 mg de pNPG en un matraz de aforo
de 10 mL protegido de la luz y se enrasé con solucion buffer fosfato. Se llevo al
sonicador hasta completa disolucion de los cristales y se trasvasijo a un tubo
falcon de 15 mL protegido de la luz. Posteriormente se realizaron diluciones en
tubos eppendorf de 1,5 mL protegidos de la luz, tomando alicuotas con
micropipeta y completando el volumen con solucién tampén fosfato para
obtener soluciones de 4, 3, 2, 1 y 0,5 mM, las cuales se mantuvieron a 4°C

junto con la solucién madre (5 mM) hasta el momento de la medicion.
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b. Extractos y acarbosa

Para los extractos se prepard una solucion madre de 1,15 mg/mL. Se masaron
5,75 mg de los extractos en un matraz de aforo de 5 mL y se enras6 con
solucion de DMSO 11,5 %, posteriormente se hicieron diluciones en tubos
eppendorf donde se pipetearon los volumenes necesarios para las tres
concentraciones a ensayar y se completé el volumen con DMSO 11,5 %. Las
concentraciones finales bordearon el valor de las respectivas Clso (una muy

cercana a la Clso, una un 100% por sobre la Clso y una un 50% por debajo).

4.5. Andlisis estadistico

Los resultados se presentaron como el promedio de tres determinaciones y la
significancia de los resultados fue calculada mediante ANOVA de una via y test
de comparaciones multiples de Tukey utilizando los softwares GraphPad
Prism® 6 version 6,1 para Windows o Microsoft® Excel® 2010 version
14.0.7153.5000 (32 bits) para Windows.
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5. Resultados y discusién
5.1. Estudios quimicos

5.1.1. Rendimiento de los extractos

Los mejores rendimientos de los extractos (Tabla 5) fueron obtenidos con los
EETs, seguido por los EAEs. Esto evidencia la alta presencia de compuestos
polares como polifenoles de los EETs y la mediana presencia de compuestos
menos polares como los terpenoides pentaciclicos de los EAEs arrastrados por

los respectivos solventes en el material vegetal.

Tabla 5: Rendimiento de los extractos de hojas de murtilla en la extraccién seriada

8-2- 11 13 5,6 9,5
14-4* 14 19 52 11,3
19-1* 11 15 57 16,4
19-1hat 11 3,0 4,5 14,8
ZF-18- 11 1,7 3,1 27,7
19-2 13 19 52 10,2
22-1 11 1,6 7,0 13,0
23-2 11 13 4,8 12,1
27-1 11 1,7 51 12,5
31-1 15 1,7 3,1 8,5

EH: extracto de hexano, EDCM: extracto de diclorometano, EAE: extracto de acetato de etilo, EET:
extracto etandlico, L: genotipo seleccionado por mayor cantidad de hojas

En los EAEs el genotipo que obtuvo mayor rendimiento corresponde al 22-1 con
un porcentaje de rendimiento de un 7,0%, mientras que los que obtuvieron
menor rendimiento en este caso corresponde a los genotipos ZF-18- y 31-1
ambos con un valor de 3,1%. Con respecto a los EETs el genotipo con mayor
rendimiento corresponde al ZF-18- con un valor de 27,7% y el de menor

rendimiento, nuevamente, al 31-1 con un valor de 8,5%.
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Un estudio quimico de los EETs realizado previamente en nuestro laboratorio,
donde se midio el contenido fendlico total (CFT) mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu, el ZF-18" demostré ser el genotipo con mayor CFT lo que puede

explicar el alto porcentaje de rendimiento obtenido (Valenzuela-Bustamante,

2015).
5.2. Estudios farmacologicos

5.2.1. Actividad Inhibitoria frente a a-glucosidasa

Los %I obtenidos para los EETs (Tabla 6) y los EAEs (Tabla 7) al compararse
con Log(C) muestran diferencias importantes, ademas se puede notar la
actividad inhibitoria concentracion dependiente. Para éste estudio se
consideraron como minimo 5 puntos (%I) para el calculo de la Clso, mediante la

curva concentracion-respuesta de inhibicion.

Tabla 6: Porcentajes de inhibicién de los EETs frente a a-glucosidasa

%I + DE

Log(C) 8-2- 14-4+ 19-1+ 19-1hat ZF-18- 19-2 22-1 23-2 27-1 31-1
-1,0000 2,0+3,0 6,0+2,0

-0,3979 50+6,0 13,0+1,0

0,0000 20,0 +10,0 30+5,0 31,0x2,0 150+3,0 7,0+6,0 30,0+40 280+20 48,0+20 24,0+13,0 350+13,0
0,3010 440+7,0 58,0 £2,0 63,0+20 300+50 330+180 63,0+40 650+10 640+3,0 67,1+0,4 49,0+3,0

0,6021 60,0 + 3,0 77,0+1,0 81,0+10 60010 744+0,1 800+40 855+0,3 77,0+4,0 76,0+ 3,0
0,7782 73,0+3,0 73,0+13,0 70,0+1,0 86,0+1,0 84,0+20 856+06 920%1,0 88,0 +3,0 87,7+0,4
0,9031 859 +0,5 80,5+0,7 810+1,0 91,9+0,2 88,6+0,2 898+05 952+04 91,7+0,9 90,0+1,0
1,0000 90,3+0,5 85,8 +0,5 93,0+2,0 920+40 948+0,3

EET: extracto etandlico, %l: porcentaje de inhibicion, DE: desviacion estandar, L: genotipo seleccionado
por mayor cantidad de hojas

Junto a sus Clso el software GraphPad Prism® 6, entrega la curva %I vs Log(C),
el Log(Clso) y el parametro HillSlope que corresponde a la pendiente de la
sigmoidea, con lo cual se logra definir el %I en funcion del Log(C) (Anexo 2),
que corresponde a la siguiente formula:

B 100
%l = 14+ 1|:|Hi!!5'!o'pa(Log':EIED]I—ng(f_‘}}
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Tabla 7: Porcentajes de inhibicion de los EAEs frente a a-glucosidasa

%| + DE
Log(C) 82" 14-4- 19-1"  19-lhat  ZF-18- 192 22-1 23-2 27-1 31-1
0,4771 14,0+2,0
0,6990 8,0+1,0 50+1,0 0,0+0,0 12,3+0,2 140+1,0 27,0+20 0,8+0,8
0,9031 49,0+1,0
1,0000 26,0+2,0 18,0+4,0 49,2+0,7 1,0+20 39,8+0,8 230+40 300+20 631+05 7,0+1,0
1,3010 549+08 56,0+10,0 19,0+1,0 650+0,6 18,0+70 60,7+08 809+04 30,5+0,8
1,6021 78,4 £0,7 740+1,0 84,0+0,4 54,0+4,0 78,9+0,4 45,0 +3,0 79,3+0,3 92,0+ 0,6 64,0+1,0
1,6990 50+1,0
1,9031 88,7+0,9 86,0 +2,0 91,9+0,5 76,2 +0,6 87,4+0,4 87,9+0,2 82,0+1,0
2,0000 91,0+1,0 89,0+2,0 94,8 +£0,9 82,4+0,4 89,7+0,7 22,3+0,6 83,0+2,0 89,4 +0,7 87,7+0,9
2,0792 91,3+0,8
2,1761 30,0+2,0 90,0+2,0
2,3010 42,0+4,0
2,3979 60,0 +6,0
2,4771 67,0+1,0

EAE: extracto de acetato de etilo, %l: porcentaje de inhibicion, DE: desviacion estandar, L: genotipo
seleccionado por mayor cantidad de hojas

Las curvas de los extractos mas y menos potentes frente a a-glucosidasa y de
acarbosa (Figura 7) presentan curvas de comportamiento concentracion-
respuesta clasicos con notoria forma sigmoidea y similitud en los valores del eje
de las abscisas (eje x) que representan los valores de Log(C), sin embargo las
concentraciones utilizadas para definir la Clso de la acarbosa fueron 1000 veces

mayores que la de los extractos (ug/mL vs mg/mL).

Los valores de Clso obtenidos (Tabla 8) para cada extracto reflejan la potencia
de un inhibidor frente a la enzima, en este caso, a-glucosidasa ya que indica la
concentracion a la cual se inhibe el 50% de la poblacion de enzima, pese a que
se comparan extractos con un compuesto puro (acarbosa como control positivo)
esto nos da una idea de la potencia de los extractos versus el Unico inhibidor de

a-glucosidasa disponible comercialmente en Chile.
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a) EET 23-2 b) EET 19-1ha
100+ 100+
80 80
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a a
= =
£ 40 £ 404
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Wl = Wl = 1 + 104581-1,961-Log(C) Wl = 1 + 10-0.4978+0,8270-Log(C)

1 + 101,630-1,784Log(C)

Figura 7: % Inhibicién vs Log(C) de los EET, EAE y acarbosa
En orden decreciente de potencia, siendo el EET 23-2 el mas potente y la acarbosa la menos potente

Los EETs mostraron mayor potencia que los EAEs. ElI EET 23-2 result6 ser el
mas potente con una Clso de 1,12 + 0,07 ug/mL, mientras que el menos potente
corresponde al EET 19-1ha‘ con una Clso de 3,30 + 0,20 pg/mL. Por otra parte
el EAE 27-1 resultd ser el mas potente de su grupo con una Clso de 8,20 + 0,20
ug/mL y el EAE 19-2 el de menor potencia con una Clso de 217,0 + 11,0 pug/mL,
sin embargo todos los extractos provenientes de los genotipos estudiados

mostraron mayor potencia que acarbosa que obtuvo una Clso de 251,0 + 34,0

png/mL.
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Tabla 8: Clso frente a a-glucosidasa de los EETs y EAEs de hojas de diez genotipos de murtilla

Genotipos EETs EAEs
8-2- 2,800 + 0,300* 24 18,70 + 0,600* 2 9
14-4- 2,300 + 0,200* @ d.e 21,00 + 2,000* @ .9
19-1- 1,540 £ 0,001*be 12,70 + 0,200% b-ef0

19-1hat 3,300 + 0,200* & ¢ 41,00 + 2,000* ¢
ZF-18- 3,100 + 0,500* & ¢ 14,60 + 0,200% & b. &g

19-2 1,600 £ 0,100*.de 2170+ 11,000*

22-1 1,610 £ 0,070 de 44,00 + 4,000% ¢

23-2 1,120 £ 0,070% ¢ 16,60 £ 0,300* & b.d.e.g

27-1 1,600 £ 0,300* b.d.e 8200 £ 0,200* b

31-1 1,700 £ 0,300*P.d.e 31,50 + 0,600*
acarbosa 251,0 + 34,00

*p < 0,05 diferencia significativa entre los Clso de los extractos y el control positivo (acarbosa); la misma
letra (a, b, c, d, e, fy g) en cada columna representan valores que no son estadisticamente diferentes (p 2
0,05) por andlisis de varianza (ANOVA) de una via y test de comparaciones multiples de Tukey. EAE:

extracto de acetato de etilo, EET: extracto etandlico, L: genotipo seleccionado por mayor cantidad de hojas

Al analizar las Clso frente a a-glucosidasa de los extractos de cada uno de los
genotipos, se pudo determinar que los EETs de los genotipos seleccionados por
la calidad de los frutos mostraron diferencias significativas (p < 0,05) respecto
de los seleccionados por la cantidad de hojas mediante ANOVA de una via, los
genotipos seleccionados por la calidad de frutos fueron los mas potentes con la
excepcion del genotipo 19-1-. En cuanto a los EAES no se observaron

diferencias significativas (p = 0,05) entre los grupos de seleccion (Anexo 3).

Este resultado implica un factor relevante a la hora de seleccionar y recolectar
material vegetal para futuros estudios. Una cualidad importante para el control
de calidad son las caracteristicas de los frutos que son comercializados y
exportados, por lo tanto, este resultado da un valor agregado a la especie,

especificamente a sus hojas, que en la actualidad son productos de desecho.
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Por otra parte, las diferencias observadas en las Clso de los extractos de cada
genotipo pueden ser explicadas por las diferencias en la composicion quimica
tanto cualitativa como cuantitativa de los EETs asi como de los EAEs. Como se
menciono previamente, los EETs se caracterizan por una mayor presencia de
compuestos polares, principalmente compuestos fendlicos como flavonoides,
acidos fendlicos y taninos (investigacion en desarrollo). Por otra parte los EAEs
se caracterizan por una mayor presencia de compuestos con baja polaridad

como los terpenoides, destacando los acidos triterpénicos pentaciclicos.

Al revisar la literatura, podemos observar que estudios realizados con los
compuestos aislados presentes en los EAEs y EETs de murtilla, tanto los
compuestos fendlicos como los terpenoides presentan Clso menores a acarbosa
(Tabla9).

Tabla 9: Clso de los compuestos aislados presentes en los EAEs y EETs de hojas de murtilla

5,04 + 0,80 uM Wu et al., 2014
4
AA  30,03+041pug/mL  Hou et al., 2009 AU 12.47 M Rani et al, 2014
58,9 + 6,69 uM Islam et al., 2013
. - 0,017 mmol/L Li et al., 2009
AB Sin actividad Rhaman et al., 2008 Q 8,86 ug/mL Yin etal, 2010
5,30+ 0,11 umol/L  Yin et al.,, 2010
AC 3,53 + 0,27 pg/mL Hou et al., 2009 AG 24,3+ 2,37 uM Zhao et al., 2009
Catequina 190,7+2,08 yM  Zhao et al., 2009
AML 5,52 +0,19 pg/mL Hou et al., 2009 . . ' ' '
Horm . Epicatequina  189,0 + 2,65 uM Zhao et al., 2009
1116 uM s | 2006 Procianidina
AO o 0; L sz ‘; ZI" 000 B3 111,042,65uM  Zhao et al., 2009
(€5 5,0 3 N B4 89,0+2,65uM  Zhao et al., 2009

Donde AA: acido asiatico, AB: acido betulinico, AC: acido corosdélico, AML: acido madecasico, AO: acido

oleandlico, AU: acido ursdlico, Q: quercetina y AG: acido galico.

Las diferencias estructurales de los metabolitos secundarios presentes en cada
extracto afectan sus Clso frente a la enzima a-glucosidasa. En general se ha
observado que la hidroxilacion de los anillos A y B de los flavonoides asi como

en el radical metilo del carbono 4 y el carbono 2 de los terpenoides, mejora la
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actividad inhibitoria de a-glucosidasa. Por otra parte, la metilacion de los
hidroxilos, la glicosilacion del hidroxilo en posicion 3 de los flavonoides, asi
como la hidrogenacion del doble enlace del anillo C, disminuyen la actividad
(Sun et al., 2006; Li et al., 2009; Hou et al., 2009; Yin et al., 2014; Xiao et al.,
2013; Islam et al., 2013; Wu et al., 2014).

Con esto se podrian observar distintas interacciones como por ejemplo: A)
sinergismo, donde la actividad de dos 0 mas compuestos es mayor que la suma
de las actividades farmacologicas de cada compuesto por separado, B)
sumatoria o C) antagonismo, donde se produce una disminucion del efecto de
dos o mas compuestos, lo que lleva a una disminucién de la potencia del

extracto.

Al comparar los valores de Clso con los terpenoides cuantificados (Figura 8, a.1
y b.1) obtenidos en un estudio paralelo (Arancibia, 2015; Pefa, 2015), en
extractos de murtilla, s6lo se observé correlacion entre el 4cido madecésico
(AM) y las Clso de los EAEs mediante el analisis del coeficiente de correlacion
de Pearson (r) y el coeficiente de determinacion (R?), con un r igual 0,8187, lo
que implica una correlacién positiva fuerte y un R? igual a 0,6702 (p < 0,05), que
explicaria que el 67% de la variacion del Clso se debe a los cambios en el
contenido de AM (GraphPad Static Guide, 2015), lo que implica que al
aumentar la concentracion de AM en los extractos, también aumenta la Clso,
disminuyendo asi la potencia. Por otra parte, los demas terpenoides no se
correlacionaron (p > 0,05) con valores de r y R? cercanos a cero (Anexo 4). Por
lo tanto la potencia de los extractos no se explicaria por la mayor presencia de
uno u otro derivado triterpénico cuantificados. Por otro lado tampoco se observé
correlacion entre las Clso y el contenido total de terpenoides (p > 0,05)

cuantificados a la fecha (Figura 8, a.2 y b.2).
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Con respecto a estudios previos realizado con los EETs (Valenzuela-
Bustamante, 2015; Perez-Arancibia, 2015), al comparar las Clso frente a la a-
glucosidasa y el CFT, flavonas y flavonoles, flavanonas, quercetina y acido
galico (Figura 9), no se observaron correlaciones positivas (p > 0,05) con

valores de r y R? cercanos a cero (Anexo 5).

Cabe destacar que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre las
Clso del EET mas potente, 23-2, con los EETs 14-4%, 19-14, 19-2, 22-1, 27-1y
31-1, ni del EAE mas potente, 27-1, con el EAE 19-1-, por ANOVA vy test de
comparacion multiple de Tukey. Con esto se confirma que entre los EETs existe
un 30% de diferencia entre los genotipos y entre los EAE un 80% respecto al

mas potente.

Por lo tanto, en una mirada global, los genotipos que se repiten en ambos
extractos podrian corresponder a los genotipos con mayor actividad inhibitoria
(genotipos 19-1-y 27-1), es decir los mas potentes.
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Figura 8: Comparaciéon y correlacion entre las Clso frente a la a-glucosidasa y terpenoides
presentes en los EETs y EAEs de hojas de murtilla

Clso: Concentracion inhibitoria 50%, AM: acido madecasico, AA: acido asiatico, AAL: acido alfitélico, AC:
acido corosoélico, AML: acido maslinico, AU: acido ursélico, AO: &cido oleandlico y TT: terpenoides totales
(suma de los terpenoides cuantificados). ES: extracto seco, EAE: extracto de acetato de etilo, EET:

extracto etandlico.
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Figura 9: Comparacién de las Clso frente a la a-glucosidasa y CFT, contenido de flavonoides y &cido

gélico de los EETs

a) Comparacion entre Clso y contenido de fenoles totales (CFT), expresados en &cido galico por el método
de Folin-Ciocalteu, b) Comparacién entre Clspo y contenido de flavonoides totales expresados en quercetina
por el método de AICIs, c) Contenido total de flavanonas (FN) expresadas en naringenina por el método de
nitrofenilhidrazina; d) Comparacion entre la Clso y el contenido de quercetina (Q) y acido galico (AG)
medidos con CLAE-DAD. Clso: concentracién inhibitoria 50%, F: flavonas y FL: flavonoles. EAE: extracto

de acetato de etilo, EET: extracto etandlico
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5.2.2. Comparacion con ensayos de actividad antioxidante

5.2.2.1. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa y efectividad

antioxidante

En estudios previos realizados con los EETs, se determin6 la efectividad
antioxidante (EA) mediante el ensayo de apagamiento del radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylnydrazyl). La EA es un parametro que considera tanto la
potencia del extracto, ECso (concentracién necesaria para disminuir en un 50%
la cantidad de DPPH) por la habilidad de donar un electrén o un protén, como la
velocidad de reaccion, TECso, tiempo en el cual el antioxidante a la CEso
estabiliza la cantidad de DPPH (Pérez-Arancibia, 2015). Al comparar estas dos
actividades (Figura 10) se observa que el EET 14-4- resulta ser el extracto con

mayor EA y con una buena potencia inhibitoria frente a a-glucosidasa.

2.0

- 1.5

Clsg [pg/imL]
y
I
*
*
[.o1x]va

05

Figura 10: Comparacidn de las Clso y Efectividad Antioxidante de los EETs de murtilla

Clso: concentracion inhibitoria 50%, EA: efectividad antioxidante, EET: extracto etandlico. * Corresponde a
los genotipos con Clso sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). La linea punteada divide la
grafica entre los genotipos elegidos por la cantidad de hojas (izquierda) de los elegidos por la calidad de
sus frutos (derecha).
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5.2.2.2. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa y poder

antioxidante reductor del hierro

El estudio FRAP (de su nombre en inglés ferric reduction antioxidant power), es
un ensayo que mide la capacidad de un antioxidante para reducir el ion férrico
(Fe*®) del complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) a ion ferroso (Fe*?) a
pH bajo. Un estudio previo realizado a los EETs con el método FRAP observo el
mayor valor FRAP a los 60 minutos por parte del EET ZF-18" (5,40 + 0,12 mmol
Fe*?/g de extracto seco), que no obtuvo diferencia significativa con los EET 14-
4+, 22-1y 27-1 (Valenzuela-Bustamante, 2015). Al comparar con los resultados
obtenidos en este estudio, nuevamente destacan los genotipos 14-4- y 27-1
(Figura 11).
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Figura 11: Comparacion de las Clso y FRAP de los EETs

Clso: concentracion inhibitoria 50%, FRAP: ferric reduction antioxidant power, EET: extracto etandlico. *
Corresponde a los EETs con Clso sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). ** corresponde a
los EETs con valor FRAP sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). La linea punteada divide
la gréafica entre los genotipos elegidos por la cantidad de hojas (izquierda) de los elegidos por la calidad de
sus frutos (derecha).
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5.2.2.3. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa y capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno

Un estudio paralelo realizado a los extractos a través del método ORAC-FI (de
su nombre en inglés oxygen radicals antioxidant capacity-fluorescein), que
evalla la capacidad que posee una muestra antioxidante para proteger a una
molécula sonda (fluoresceina) del ataque de un radical libre (como el radical
peroxilo o el radical hidroxilo) generado in situ, a través de la estabilizacion de
dicho radical mediante la cesion de un atomo de hidrégeno. El estudio observo
mayores indices ORAC por parte de los EET siendo el EET 19-1" el de mayor
valor, seguido por los EET 19-2, 22-1 y 14-4- (Pefia-Cerda, 2015). Al comparar
estos resultados con los obtenidos en el presente estudio (Figura 12),
nuevamente resalta el genotipo 14-4"- seguido del 19-1".
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Figura 12: Comparacion de las Clso y ORAC-FI de los EAEs y EETs

Clso: concentracion inhibitoria 50%, ORAC-FI: oxygen radical antioxidant capacity — Fluorescein, EAE:
extracto de acetato de etilo, EET: extracto etandlico y ES: extracto seco. * Corresponde a los extractos con
Clso sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). ** Corresponde a los EAEs con mayor valor
ORAC obtenidos con este método. La linea punteada divide la grafica entre los genotipos elegidos por la
cantidad de hojas (izquierda) de los elegidos por la calidad de sus frutos (derecha).
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El genotipo 14-4- exhibe una potencia media con respecto a los demas
genotipos, pero alta respecto a acarbosa en el ensayo de inhibicion de a-
glucosidasa. Por lo tanto es un buen candidato en futuros estudios dada su
actividad antioxidante (por los mecanismos previamente descritos) y de
inhibicion.

5.2.3. Comparacion con otros ensayos enzimaticos

5.2.3.1. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa y de la glicégeno

fosforilasa a

En la bdsqueda de mas blancos farmacoldgicos relacionados a la DMT2, un
estudio previo evalué la capacidad de los extractos para inhibir la enzima
glicogeno fosforilasa a, que participa en la liberacion de glucosa a partir del
glicogeno almacenado. Esta enzima se encuentra tanto a nivel hepatico,
muscular y cerebral (Buguefio, 2015). Al comparar las Clso obtenidas en ambos
estudios resaltan los genotipos 19-1%, 23-2 y 31-1 que obtuvieron los mejores

resultados tanto de los EETs como EAEs (Figura 13).
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Figura 13: Comparacion de las Clso y GPa de los EAEs y EETs

Clso: concentracion inhibitoria 50%, IGPa: inhibicion de glicégeno fosforilasa a. * Corresponde a los
extractos con Clso sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). ** corresponde a los extractos
con Clsp sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05) en el ensayo de IGPa. La linea punteada
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divide la gréfica entre los genotipos elegidos por la cantidad de hojas (izquierda) de los elegidos por la
calidad de sus frutos (derecha).

5.2.3.2. Actividad inhibitoria de a-glucosidasay de la proteina

tirosina fosfatasa 1B

La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) se relaciona con el receptor de
insulina y los sustratos del receptor de insulina, a los cuales puede desfosforilar
desacoplando al receptor por un lado y cortando la via de sefializacion de este
receptor, por otro. Estudios preliminares de los extractos mostraron un mayor
%l de la PTP1B por parte del EAE 19-1%, sin diferencias estadisticamente
significativos con los EAE 19-2 y 27-1 y el EET 23-2, sin diferencias
significativas con el EET ZF-18- y 22-1. Al comparar estos resultados
preliminares con lo obtenidos en este estudio, nuevamente sobresalen los
genotipos 19-14, 27-1y 23-2 (Figura 14).
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Figura 14: Comparacion de las Clso y %Inhibicién de PTP1B de los EAEs y EETs

Clso: concentracion inhibitoria 50%, IPTP1B: inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B. * Corresponde
a los extractos con Clso sin diferencia estadisticamente significativa (p = 0,05). La linea punteada divide la
grafica entre los genotipos elegidos por la cantidad de hojas (izquierda) de los elegidos por la calidad de
sus frutos (derecha).

El genotipo 19-1- resalta por sus actividades inhibitorias de las enzimas
relacionadas a la DMT2.
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5.3.Cinética de inhibicion de a-glucosidasa

Una vez obtenidas las curvas de progresion de las reacciones (Anexo 6), se

calcularon las pendientes de la recta que corresponden a las Vo de la etapa

inicial o de velocidad rapida (Tabla 10). Posteriormente se graficaron en funcién

de las concentraciones de sustrato utilizadas, para observar cambios en la

cinética enzimética obteniéndose asi las respectivas curvas de Michaelis-
Menten (Figura 15).

Tabla 10: Velocidades iniciales de los extractos mas potentes y control

S
[mM]
0,5

S: Sustrato, Vo: velocidad inicial, EAE: extracto de acetato de etilo, EET: extracto etandlico

Control
Negativo
0,0098 + 0,0006
0,0150 + 0,0006
0,0210 + 0,0004
0,0254 + 0,0007
0,0273 + 0,0005
0,0302 + 0,0004
EET 23-2 0,75
pg/mL
0,0081 + 0,0006
0,0117 + 0,0006
0,0155 + 0,0006
0,0180 + 0,0010
0,0200 + 0,0010
0,0225 + 0,0008
EET 27-11,5
pg/mL
0,0065 + 0,0003
0,0092 + 0,0006
0,0126 + 0,0004
0,0143 + 0,0009
0,0153 + 0,0006
0,0180 + 0,0010
EAE 23-2 30,0
pg/mL
0,0105 + 0,0004
0,0140 + 0,0020
0,0200 + 0,0010
0,0210 + 0,0004
0,0233 + 0,0002
0,0253 + 0,0006

V, [UA/min] £ DE

acarbosa 75
pg/mL
0,0052 + 0,0002
0,0088 + 0,0001
0,0139 + 0,0003
0,0177 + 0,0005
0,0273 + 0,0005
0,0302 + 0,0004
EET 23-2 1,125
pg/mL
0,0079 + 0,0009
0,0098 + 0,0008
0,0136 + 0,0008
0,0154 + 0,0009
0,0180 + 0,0010
0,0190 + 0,0010
EET 27-1 3,0
pg/mL
0,0058 + 0,0005
0,0080 + 0,0010
0,0123 + 0,0006
0,0134 + 0,0005
0,0146 + 0,0004
0,0153 + 0,0004
EAE 27-1 3,75
pg/mL
0,0092 + 0,0004
0,0132 + 0,0003
0,0171 + 0,0003
0,0194 + 0,0007
0,0208 + 0,0002
0,0236 + 0,0001

acarbosa 150
pg/mL
0,0036 + 0,0001
0,0060 + 0,0002
0,0102 + 0,0005
0,0139 + 0,0003
0,0165 + 0,0009
0,0202 + 0,0002
EET 23-21,5
pg/mL
0,0083 + 0,0005
0,0105 + 0,0004
0,0144 + 0,0005
0,0163 + 0,0003
0,0178 + 0,0002
0,0212 + 0,0009
EAE 23-27,5
pg/mL
0,0103 = 0,0004
0,0145 + 0,0002
0,0197 + 0,0001
0,0214 = 0,0009
0,0230 = 0,0020
0,0254 + 0,0005
EAE 27-17,5
pg/mL
0,0069 + 0,0004
0,0113 + 0,0008
0,0129 + 0,0008
0,0168 + 0,0007
0,0180 = 0,0010
0,0200 = 0,0010

acarbosa 300
pg/mL
0,0021 + 0,0002
0,0035 + 0,0002
0,0067 + 0,0001
0,0092 + 0,0003
0,0117 + 0,0006
0,0149 + 0,0006
EET 27-10,75
pg/mL
0,0080 + 0,0002
0,0113 + 0,0001
0,0151 + 0,0007
0,0173 + 0,0005
0,0186 + 0,0004
0,0224 + 0,0004
EAE 23-2 15,0
pg/mL
0,0091 + 0,0006
0,0132 + 0,0007
0,0182 + 0,0009
0,0210 + 0,0010
0,0219 + 0,0006
0,0240 + 0,0010
EAE 27-1 15,0
pg/mL
0,0068 + 0,0005
0,0086 + 0,0005
0,0140 + 0,0007
0,0148 + 0,0006
0,0172 + 0,0002
0,0194 + 0,0007
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V, [UAImin]

V, [UAImin]

Michaelis-Menten Michaelis-Menten
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Figura 15: Cinética de Michaelis-Menten de los extractos mas potentes y acarbosa

UA: unidades de absorbancia, Vo: velocidad inicial, S: sustrato, EAE: extracto de acetato de etilo, EET:
extracto etandlico

Para evidenciar los cambios en las constantes cinéticas se graficaron sus
reciprocos, de esta forma se obtuvieron las graficas de Lineweaver-Burk (Figura
16), con las cuales es posible determinar el valor exacto de las constantes y sus
cambios aparentes y definir el mecanismo de inhibicion de a-glucosidasa. Las
constantes cinéticas en presencia de un inhibidor se denominan: constante de

Michaelis-Menten aparente (Km*) y velocidad méxima aparente (Vmax*).

Para validar la metodologia se obtuvieron las constantes cinéticas con el
inhibidor acarbosa, compuesto puro, dado que se conoce el mecanismo de
inhibicion que corresponde al de un inhibidor competitivo. Esto quiere decir que
la acarbosa compite con el sustrato por el sitio activo o catalitico de la enzima
(Marangoni, 2003).
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Segun los resultados obtenidos (Tabla 11), el control negativo (ausencia de

inhibidor) posee una Km de 1,4 + 0,2 ug/mL y una Vmax de 0,037 + 0,002

UA/min. En presencia de acarbosa la Km* aumenta mientras que la Vmax* no se

ve afectada, esto se observa en la grafica de dobles reciprocos como la

intercepcion de todas las rectas en el mismo punto, sobre el eje Y (1/Vmax),

mientras que en el eje X las intercepciones (-1/Km) se alejan del origen. Este

esquema es caracteristico de los inhibidores competitivos que como se

mencionod previamente compiten con el sustrato por el sitio activo (Figura 17.a),

lo que valida la metodologia empleada.
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Figura 16: Gréafica de Lineweaver-Burk de los extractos mas potentes y acarbosa

UA: unidades de absorbancia, Vo: velocidad inicial, S: sustrato, EAE: extracto de acetato de etilo, EET:
extracto etandlico
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Tabla 11: Cambios en los valores de las constantes cinéticas

Constante Muestra Mecanismo
control acarbosa
75 ug/mL 150 pg/mL 300 pg/mL e .
Vimax(®) [UA/Min] 0,037 + 0,002 o,osepig 0,002 0,032 L1lrgo,001 0,029 igo,oos Inhibicién competitiva
Ken(*) [MM] 1,4+0,2 3,040,2 40+0,2 6,6+1,5
control 0,75 ng/mL 1 Iilzst 593/-n21|_ 1,5 ug/mL
Vo) [UAIMIN] 0,037 £0,002 0,025+ 0005 00200002  0,019+0,002 'nhibicién acompetitiva
Kon(*) [MM] 1,4+0,2 11+0,2 0,9+0,2 0,8+0,1
control EAE 23-2
7,5 ng/mL 15 ug/mL 30 pg/mL e e .
Vimax(*) [UA/Min] 0,037 + 0,002 0,028Hi-g 0,000 o,ozsuf 0,003 0,023uig-l 0001  'Mhibicidn acompetitiva
Ken(*) [MM] 14402 0,89 + 0,07 1,1+0,2 0,85 + 0,05
control EET 27-1 I
0,75 pg/mL 1,5 pg/mL 3 pg/mL Inhibicién no
Vinex() [UA/Min] 0,037 0,005 0,023+ 0,001 0,020 +0,001 0,019 + 0,002 competitiva mixta
Ken(*) [MM] 14+02 1,02 + 0,06 0,98 + 0,05 1,15+ 0,19
control EAE 27-1 I
3,75 pg/mL 7,5 ug/mL 15 pg/mL Inhibicién no
Vimax(®) [UA/Min] 0,037 0,006 0,026 + 0,002 0,023 +0,002 0,021 + 0,001 competitiva mixta
Kon(*) [MM] 1,4+0,2 0,91 + 0,13 1,14 +0,17 1,14 + 0,05

Vmax(*): velocidad méxima (aparente), Km(*): constante de Michaelis-Menten (aparente), EAE: extracto de
acetato de etilo y EET extracto etandlico

Por otra parte, el genotipo 23-2 tanto en su EAE como EET evidencia una
disminucién tanto de la Km* como de la Vmax*, observando lineas paralelas o
con intercepcién en el primer cuadrante en las graficas de dobles reciprocos.
Este comportamiento es caracteristico de los inhibidores acompetitivos, que se

unen a la enzima solo cuando esta ya se ha unido al sustrato (Figura 17.b).

Finalmente, el genotipo 27-1 tanto en su EAE como en su EET evidencia una
disminucién de la Km* como de la Vmax*, con lineas que tienden a interceptarse
en el segundo o tercer cuadrante de la gréfica, comportamiento caracteristico
de inhibidores no competitivos mixtos (o parciales), que se unen tanto a la
enzima libre como a la que ya se ha unido al sustrato (Figura 17.c). Si la
intercepcidn de las rectas se presentara en el eje X, estariamos en la presencia
de un inhibidor no competitivo o no competitivo puro (Copeland, 2000;
Marangoni, 2003).
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a. Inhibicion competitiva b. Inhibicion acompetitiva c. Inhibicion no competitiva mixta

K., K, K
E+S = ES »E+P |E+S ES——E+P | E+S ES——E+P
+ + + +
I I I |
El ESI EI+ S ESI

Figura 17: Diagramas de interaccién enzima-sustrato-inhibidor segun tipo de inhibicién

E: Enzima, S: Sustrato, I: Inhibidor y Km: Constante de Michaelis-Menten

Estudios in silico demuestran que algunos compuestos presentes también en
los extractos de murtilla tienen buenas energias de unién a a-glucosidasa como
el caso de los compuestos fendlicos, destacando la quercetina y la miricetina
(Hyun et al. 2014).

Por otra parte se ha determinado el mecanismo de inhibicion de los compuestos
aislados como el acido corosolico que tiene un comportamiento de inhibidor

acompetitivo frente a a-glucosidasa (Hou et al., 2009)

Como se menciond previamente, se estan comparando extractos con un
compuesto puro, acarbosa, utilizado como control positivo y validador del
método. Sin embargo, los extractos, mezcla compleja de distintos compuestos,
presentan cambios caracteristicas en sus constantes cinéticas que los clasifican
como algun tipo de inhibidor. Como se mencion6é antes, las diferencias
estructurales permiten interacciones en distintos sitios de la enzima que
modulan su actividad, ya sea en su sitio activo o en algun sitio alostérico. Al
clasificarse los extractos como inhibidores acompetitivos y no competitivos

mixtos, se entiende que estos compuestos interactian en algun sitio alostérico.
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Al aumentar las concentraciones de extracto, aumentan las concentraciones de
compuestos con actividad inhibitoria, pudiendo saturar los sitios de unién. Esto
podria explicar cambios en el comportamiento de los extractos al aumentar sus
concentraciones, que se ven reflejados en las rectas de la grafica de dobles
reciprocos, observandose patrones no tan claros como si fuesen compuestos

puros, como en el caso de la acarbosa.

42



6. Conclusiones

Se acepta la hipotesis, dado que se observan diferencias significativas en las
Clso de los EAEs y EETSs de los diez genotipos.

Los EETs de los genotipos escogidos por la calidad de frutos son mas potentes

gue los escogidos por la cantidad de hojas.

Existen diferencias en el tipo de inhibicién donde por un lado el genotipo 23-2
actla como un inhibidor acompetitivo y por otro el 27-1 como uno no

competitivo mixto.

Las diferencias en las potencias de inhibicién de la a-glucosidasa se relacionan
directamente con el factor genético de los individuos, puesto que éstos fueron
cultivados en las mismas condiciones edafoclimaticas y el mismo manejo

agronoémico.

Los genotipos 14-4-, 19-1%, 23-2 y 27-1 poseen buenas proyecciones in vivo
para el tratamiento de la DMT2 debido a su actividades antioxidantes e

inhibidoras de enzimas relacionadas a esta enfermedad in vitro.
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Anexo 1. Fotografias de los testigos herbarios de los diez genotipos de U.
molinae guardados en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile

A. SQF22571: murtilla, genotipo 8-2 D. SQF22553: murtilla, genotipo 19-1ha
seleccionado por cantidad de hojas seleccionado por cantidad de hojas

B. SQF22549: murtilla, genotipo 14-4 E. SQF22550: murtilla, genotipo ZF-18
seleccionado por cantidad de hojas seleccionado por cantidad de hojas

C. SQF22554: murtilla, genotipo 19-1 F. SQF22557: murtilla, genotipo 19-2
seleccionado por cantidad de hojas seleccionado por la calidad de frutos
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G. SQF22553: murtilla, genotipo 22-1 I. SQF22555: murtilla, genotipo 27-1
seleccionado por calidad de frutos seleccionado por calidad de frutos

H. SQF22556: murtilla, genotipo 23-2 J. SQF22551: murtilla, genotipo 31-1
seleccionado por calidad de frutos seleccionado por calidad de frutos
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Anexo 2. Curvas %inhibicion versus Log(C) y sus respectivas funciones

A. EETs y acarbosa
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B. EAEs y acarbosa
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Anexo 3. Analisis de varianza de los EAEs y EETs

A. ANOVA de una via para los EAEs

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Cantidad de

Hojas 5 108 21,6 128,335
Calidad de

Frutos 5 317,3 63,46 7556,048

ANALISIS DE VARIANZA

Orlg_en _de las Suma de Gr_ados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 4380,649 1 4380,649 1,140 0,317 5,318
Dentro de los
grupos 30737,532 8 3842,192
Total 35118,181 9

B. ANOVA de una via para los EETs
.~ RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Cantidad de
Hojas 5 13,04 2,608 0,49832
Calidad de
Frutos 5 7,63 1,526 0,05328
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 2,927 1 2,927 10,612 0,0116 5,318
Dentro de los
grupos 2,206 8 0,276
Total 5,133 9
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Anexo 4. Correlacion de los terpenoides cuantificados y las Clso
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las Clso de los EETs
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Anexo 6. Curvas de progresion de acarbosa y extractos mas potentes frente a

a-glucosidasa
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Anexo 7. Resumenes de congresos asistidos
A. lll Congeso Latinoamericano de Plantas Medicinales-Antonio Brack Egg

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE
DIEZ GENOTIPOS DE UGNI MOLINAE TURCZ. FRENTE A a-GLUCOSIDASA

Veas Rubén?, Arancibia Jorge?, Pefia Marcelo?, Cortez Giovanni?, Seguel Ivette®, Delporte Carla?.
aLaboratorio de Productos Naturales, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile, Santiago, Chile.

b INIA, Carillanca, IX Region, Chile.

Ugni molinae Turcz., Myrtaceae conocida normalmente como murta o murtilla es un arbusto nativo
siempre-verde del centro-sur y sur de Chile. La medicina folclérica chilena le atribuye muchas propiedades
y entre sus usos destaca como tratamiento para la diabetes al consumir la infusién de sus hojas y ramas?.
Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la presencia de acidos triterpénicos
pentaciclicos como &cido: betulinico, ursélico, oleandlico, corosoélico, madecasico, asiatico, alfitélico y
maslinico? en distintos extractos. Por otra parte se ha demostrado la presencia de polifenoles como:
ramnosidos y glucésidos de quercetina, glucésidos de miricetina y canferol, epicatequina y acido galico® “.
Para ambas familias de compuestos se han reportado potentes inhibidores de a-glucosidasa. Su inhibicién
permite la disminucion del pico postprandial de glucosa al disminuir la absorcion de monosacaridos®.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar comparativamente los extractos etandlicos (EETs) de 10
genotipos de U. molinae Turcz. cultivados en las mismas condiciones endafocliméticas e igual manejo
agronémico obtenidos desde el banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA), donde 5 fueron seleccionadas por la calidad de sus frutos y los restantes por la cantidad de hojas.
Se utilizd un método colorimétrico en que a-glucosidasa (0,2 U/mL) hidroliza el p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido, generando un compuesto coloreado (p-nitrofenol) cuya absorbancia fue medida a 400
nmé. La misma mezcla de reacciéon usando acarbosa fue usada como patrén de comparacion. El andlisis
de la significancia de los resultados se realiz6 mediante ANOVA y Tukey.

Los resultados obtenidos indican al EET del genotipo 23-2 como el mas potente con una Clso de 1,1 + 0,07
ug/mL, destacando también los EETs de los genotipos 19-1, 19-2 y 22-1 con Clso de 1,5 + 0,001, 1,6 £+ 0,1
y 1,6 £ 0,3 pg/mL respectivamente (que no mostraron ser diferentes significativamente). El genotipo que
mostré menor potencia corresponde al 19-1ha con un Clso igual a 3,3 + 0,2 pg/mL. Todos los EETs
mostraron ser mas potentes que el compuesto de referencia, acarbosa, con un Clso de 0,3 + 0,04 mg/mL.

Agradecimientos: FONDECYT 1130155; Becas Conicyt 21130672 y 21120377; INIA, Carillanca, Chile.
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ETHYL ACETATE EXTRACTS OF DIFFERENT UGNI MOLINAE TURCZ.
GENOTYPES ABLE TO INHIBIT a-GLUCOSIDASE

Veas, Rubént., Arancibia-Radich, Jorge!., Pefia-Cerda, Marcelo!., Cortez, Giovannil., Seguel,
Ivette?., Delporte, Carlal.,

1Quimica Farmacoldgica y Toxicolégica, Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad De
Chile.

?Instituto de Investigacion Agropecuaria, INIA, Carillanca, IX Regién, Chile.

Previous studies in our laboratory shown pentacyclic triterpenic acids in different extracts of
murtilla leaves (Ugni molinae Turcz., Myrtaceae) responsible for inhibitory activity against
various enzymes. Between these secondary metabolites can find: asiatic, ursolic, madecassic
and corosolic acids, derivatives from ursane; betulinic and alfitolic acids derivatives from lupano
and oleanolic and maslinic acids derivatives from oleanane?. Studies carried out in parallel in our
laboratory indicate a high concentration of these metabolites in ethyl acetate extracts (EAES) of
leaves.

Chilean folk medicine attributes many properties to the murtilla and among its uses includes
infusions from its leaves and branches to treat diabetes2. This use can be explained by way of
inhibiting a-glucosidase, an exo-carbohydrase that catalyzes the hydrolysis of complex sugars to
monosaccharides in the brush border of enterocytes, and if it is inhibited decreases postprandial
glucose peak®.Therefore the aim of this study was to benchmarking of EAEs of leaves from
seven genotypes of murtilla grown in equal conditions of soil and weather, and same agronomic
management, from the gene bank of the Institute of Agricultural Research (IAR) through the
methodology descrite by Kim et al. (2005) with slight modifications. Statistical analysis was
performed using ANOVA and Tukey multiple comparisons method.

The results indicate that the genotype 19-1 was the most potent inhibitor against a-glucosidase
from Saccharomyces cerevisiae with IC50 equal to 12.7 + 0.2 yg/mL. Genotype 19-1ha was the
less potent with IC50 of 41.0 + 2.0 yg/mL. However all genotypes showed better potency than
the reference drug, acarbose (IC50 of 267.2 + 35 pg/mL). Previous studies with ethanol extracts
showed a similar behavior of genotypes, where the 19-1 is part of genotypes with acceptable
power and 19-1ha as less potent.
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