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RESUMEN

Los liquenes son el grupo vegetal de mayor diversidad presentes en el Continente
Antartico, Con temperaturas extremas, altos niveles de radiacién ultravioleta y tiempos
prolongados de oscuridad, hacen de este territorio, el lugar ideal para la bisqueda de

nuevos metabolitos con mejores propiedades farmacoldgicas.

El presente trabajo se centra en el estudio de las especies Umbillicaria antarctica y
Ramalina terebrata. A partir de sus extractos metanolicos se lograron aislar 5 metabolitos
de U. amtarctica (dcido giroforico, acido usnico, dcido lobarico, metil orselinato y
tenuiorina) y 6 metabolitos de R. ferebrata (parietina, atrarato de metilo, inositol, acido

giroférico, 4cido Gsnico y el dcido lobarico).

El andlisis realizado por UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS a los mismos extractos,
permiti6é por primera vez, identificar 15 metabolitos para U. antarctica y 22 metabolitos
para R. terebrata. Ademas el derivado de la emodina (4,5-dihidroxi-9,10-diox0-9,10-
dihidroantraceno-2,7—dicarbaldehido), el derivado del acido crustinico, el acido 3-((4-
((2,4-dihidroxi-6-methilbenzoil)oxi)-2-hidroxi-6-methilbenzoil)oxi)-5 hidroxibenzoico y
el isdémero del dcido giroforico, resultaron ser nuevos en U. antarctica. Mientras que los

22 metabolitos de R. terebrata ya habian sido reportados individualmente.




Por otro lado los ensayos antioxidantes demostraron que para el caso de ORAC-FL. solo
4 de los 8 metabolitos testeados tuvieron actividades. El orden decreciente de las
actividades fue: acido giroférico, dcido lobarico, tenuiorina e inositol. Igualmente, el

extracto metandlico de R. ferebrata fue superior al extracto metanélico de U. antarctica.

Del mismo modo, el ensayo del DPPH arrojo que solo 6 de los 8 metabolitos presentaron
actividad. El orden decreciente de las actividades para este caso fue: dcido giroférico,
tenuiorina, acido lobarico, parietina y dcido usnico. Por otro lado el extracto metandlico
de U. antarctica fue superior al extracto metanélico de R. ferebrata. Por tiltimo en las dos
metodologfas empleadas los dépsidos demostraron tener mejores actividades

antioxidantes que las depsidonas.

Finalmente del screening realizado por el ensayo ThT a los metabolitos, solo la parietina
y la tenuiorina lograron inhibir la agregacion de la proteina tau en base a efectos positivos
de dosis/respuesta. De ellas la parietina fue la que tuvo los mejores resultados . Del mismo
modo, ¢l extracto metandlico de R. ferebrata fue superior al extracto metandlico de Ul

antarctica (e inclusive a los dos metabolitos aislados).
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ABSTRAC

Lichens are the most diverse vegetative group present in the Antarctic Continent. Extreme
temperatures, high levels of ultraviolet radiation and prolonged hours of darkness,
transform this territory into the ideal place for the search of new metabolites with

improved pharmaceutical properties.

The following work is focused on the study of the Umbillicaria antarctica and Ramalina
terebrata species. Five metabolites were successfully isolated from the methanolic
exiracts of the U. anfarctica (gyrophoric acid, usnic acid, lobaric acid, methyl orselinate
and tenuiorin), and six metabolites of the R. terebrata (parietin, methyl atrarate,

gyrophoric acid, usnic acid, inositol and lobaric acid).

The analysis carried out by UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS upon the aforementioned
extracts, for the first time, made possible the identification of fifteen and twenty-two
metabolites for the U. antarctica and the R. terebrata respectively. Additionally, the
emodin derivative (4,5-dihydroxy-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2,7—
dicarbaldehyde), crustinic acid, the 3-((4-((2,4-dihydroxy-6-methylbenzoyl)oxy)-2-
hydroxy-6-methylbenzoyljoxy)-5-hydroxybenzoic acid and the gyrophoric acid isomer,
turned out to be new in the U. antarctica. However, the twenty-two metabolites of the R.

terebrata had been individually reported previously.
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On the other hand, antioxidant testing demonstrated that in the case of ORAC-FL, only
four of the eight tested metabolites show activities. The descendant order of activities was
as follows: gyrophoric acid, lobaric acid, tenuiorin and inositol. Likewise, the methanolic

extract of the R. terebrata was superior to that of the U. antarctica.

In the same manner, the DPHH testing cast only six of the eight metabolites showing
activity. The descendant order of activities for this case was as follows: gyrophoric acid,
tenuiorin, lobaric acid, parietin and usnic acid. On the other hand, the methanolic extract
of the U. antarctica was superior to that of the R. ferebrata. Finally, the dépside
demonstrated superior antioxidant activity than that of the depsidones during both assay

applied.

Finally, from the screening applied to the metabolites (ThT assay), only the parietin and
the tenuiorin were able to inhibit the aggregation of the tau protein based on the positive
dose/response correlation. Among these the parietin obtained the best results. Likewise,
the methanolic extract of the R. ferebrata was superior that of the U. antarctica (even to

that of both metabolites isolated).
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1. INTRODUCCION

1.1. Liquenes

Desde un punto de vista fisioldgico, un liquen puede ser definido como la asociacion
simbidtica entre un hongo (micobionte) y uno o mds organismos fotosintetizadores (algas
o cianobacterias)[1-4] de los cuales, se espera una estrecha relacién entre ambas partes,
independientemente del desarrollo morfologico alcanzado por la simbiosis. Hasta la fecha,
se ha visto que en la mayoria de los casos, es el hongo quien estaria dominando la
simbiosis, abarcando el mayor desarrollo y complejidad estructural que su par simbionte
[5] (Figura 1). La gran mayoria de los hongos liquenizados son ascomicetos, mientras
que muy pocas especies de liquenes pertenecen a basidiomicota, deuteriomicota,
mastigomicota y mixomicota[6], sin embargo son tantos los cambios estructurales que
sufre el micobionte, que resulta dificil poder relacionarlos con algiin hongo de vida libre.
Aproximadamente el 30% de todos los hongos posee el potencial para actuar como un
micobionte, siendo un 8% ligado a la simbiosis como micorrizas y un 21% relacionado
con la asociacidn liquénica[7]. Ante este hecho no pareceria raro definirlos como hongos
)

que se han adaptado a una forma de vida autotréfica, otorgando enormes ventajas
evolutivas a los organismos que los conforman.

En el 90% de los liquenes, las algas son las responsables de la fotosintesis. Entre las algas
que participan destacan, las especies Coccomixa, Trebouxia y Trentepohlia, siendo esta

ultima, la que presenta una mayor distribucion, abarcando aproximadamente el 70% de




los liquenes[8]. Estas especies se caracterizan por su estructura eucaridtica, ademas de
pertenecer a las algas verdes. Para el 10% de los liquenes restantes, las algas verdes se
sustituyen o son acompafiadas por cianobacterias procariotas en su mayoria del género
Nostoc, los cuales pueden sintetizar nutrientes a partir del nitrégeno absorbido por los
heterocistos[8-10].
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Figura 1: Simbiosis liquénica

En el estado de liquenizacion, ambos socios tienen beneficio. El hongo es el encargado de
entregar el soporte estructural al alga y a su vez ser una fuente para sus requerimientos
hidricos y luminosos[11]. A través de sus hifas opacas, el alga es protegida de la intensa
luz solar, evitando asi su desecacion, factor que les ha permitido desarrollarse en zonas de
alta luminosidad. En algunos casos se ha visto que los pigmentos depositados en la corteza
del liquen contribuyen en algin grado a regular la cantidad de luz recibida por el

ficobionte[7].




Por otro lado, €l hongo al estar desprovisto de clorofila, obtiene su principal recurso
energético a partir de la capacidad fotosintetiz'adora del ficobionte[11]. E! alga traspasa
una gran variedad de sustancias quimicas al hongo, provocando que la pared celular se
vuelva més permeable a la pérdida de hidratos de carbono, principalmente ribitol, poliol
de tipo pentosa, el cual es transformado mediante complejas vias metabdlicas, a una
a-zﬁcar de seis carbonos denominada manitol, incapaz de retornar al alga, asi el micobionte

asegurara su alimento sin interferir en la dindmica del alga[12-13].

El éxito de la simbiosis ha hecho de que los liquenes puedan desarrollarse practicamente
en todas partes, ocupando variados sustratos ecoldgicos en diversas zonas climéticas,
donde la condicidn de vida libre de los biontes, no existiria. Hasta la fecha se ha reportado
18.900 especies[14-15], lo que equivale aproximadamente a un 8% de la superficié
terrestre del planeta[16]. Es posible encontrarlos desde el nivel del mar hasta las cumbres
mas altas, en desiertos donde la temperatura es variable, sobre y dentro de las rocas, en la
corteza de los drboles y sus hojas, selvas tropicales, zonas de alta humedad y regiones
polares, entre otras[17-18]. En definitiva la presencia de estas especies en los distintos
hébitats depender4 de la disponibilidad de factores fisicos y climéticos que proporcionen
las condiciones necesarias para su desarrollo. Asi cada region puede tener una comunidad
liquénica con sus propios componentes especificos en respuesta a las condiciones
ambientales[19]. En la Antértida por ejemplo forman el grupo vegetal de mayor diversidad

especifica, encontrandose mejor adaptado a las condiciones geogrificas y climaticas[1].

A pesar de esta extrema variedad de adaptaciones ecoldgicas, la mayoria de los liquenes




son muy especificos respecto al sustrato y al medio donde se desarrollan, por este motivo

es raro que puedan desarrollarse en habitas donde las condiciones varien mucho[20].

1.2. Metabolitos y rutas biosintéticas

Otra de las particularidades de los liquenes, es la capacidad de sintetizar una gran variedad
de metabolitos, que a menudo son estructuralmente tinicos. La variabilidad y cantidad de
estos compuestos, en la mayorfa de los liquenes, vendria a estar dado por los factores
ambientales, lo que demostrarfa la importancia de estas sustancias para la capacidad de
adaptacion ecologica de liquenes, en algunos casos se ha comprobado que juegan un rol
clave frente a la proteccién contra factores como: estrés oxidativo causado por: altos
niveles de radiacién UV, temperaturas extremas, y tiempos prolongados de oscuridad;
cfectos disuasivos contra herbivoros, proteccidn contra un amplio espectro de agentes
patbgenos, efectos alelopéticos, factores abidticos, etc.[18,21-23] Los metabolitos

sintetizados por los liquenes pueden clasificarse en dos grandes grupos: primarios y

secundarios.




1.2.1. Metabolitos primarios

Los compuestos primarios, generalmente son sustancias intracelulares, producidos tanto
por el hongo como el alga, la mayoria de estos metabolitos no son especificos, debido-a
que pueden encontrarse en la mayoria de los hongos de vida libre, algas y plantas
superiores[24]. Generalmente son solubles en agua por lo que pueden\ ser extraidos,
simplemente con agua caliente. Los metabolitos primarios incluyen: Hidratos de carbono,

carotenoides, vitaminas, aminoécidos y proteinas[9].

Carbohidratos: Los polisacaridos son los productos principales de la actividad
fotosintetizadora de los ficobiontes, su concentracion fluctuaria entre el 3 y 5% de peso
equivalente de los talos secos[25]. Entre los compuestos qile mas destacan se encuentran
el glicerol, eritritol, ribitol, glucosa, arabitol, fructosa, volemitol, tagatosa, pustulan, mio-

inositol, liquenin, sacarosa, trehalosa[20,26].

Carotenoides: Son productos metabdlicos de ambos simbiontes, su concentracion varia
entre un 1,5-24 mg/g de talo seco[9]. Entre los carotenoides identificados se encuentran:
o criptoxantina, Iutefna, astaxantina, anteraxantina, cantaxantina, mutatoxantina,
neoxantina, violaxantina, zeaxantina, taraxantina, mutatoxantina, c-caroteno, f3 -caroteno,

y-caroteno[20].

Vitaminas: El aporte vitaminico esta netamente relacionado con el metabolismo del alga,
dado que los hongos carecen de estos compuestos o simplemente son pobres en ellos.

Vitaminas como el 4cido ascorbico, biotina, a-tocoferol, dcido nicotinico, 4cido




pantoteico, riboflavina, tiamina y acido félico son comunes de encontrar en casi todos los

liquenes[20].

Aminoicidos y proteinas: La naturaleza de los aminoécidos y proteinas de liquenes no
esta bien establecida y hay pocos informes sobre el aislamiento de estas sustancias, se ha
visto que la cantidad de estos compuestos estd comprendida entre un 1,6 y 11,4% en
relacion- al peso seco de los talos del liquen[9]. De los aminodcidos y sus respectivos
derivados que se producen en liquenes destacan: la sarcosina, intermediario y subproducto
en los procesos de degradacion y sintesis de la glicina, taurina (derivado de la cisteina),
citrulina oi-aminoacido, acido B-aminobutirico, alanina, acido glutdmico, entre otros, A su
vez, en el ambito de la enzimologia se ha reportado el aislamiento de ureasas, manitol
deshidrogenasa, bromoperoxidasa, inhibidores de serina proteasas (tripsina y calicreina

tisular) entre otros [20,27,28].




1.2.2. Metabolitos secundarios

La mayoria de los compuestos organicos producidos por los liquenes son metabolitos
secundarios. De acuerdo a las cifras reportadas, existen mds de 1.200 compuestos
identificados a partir del metabolismo secundario[29,30]. Gran parte son exclusivos de
estas especies, mientras que solo una pequefia minoria se produce en los hongos no
liquenizados o en plantas superiores. En general, la composicién de las muestras se
caracteriza por la presencia de 1 a 3 metabolitos acumulados en alto rendimiento[31]. Los
compuestos mas comunes que se pueden encontrar son los aromaticos policétidos (Figura
2), en particular; dépsidos, depsidonas, antraquinonas, dibenzofuranos, depsonas,
quinonas, xantonas, etc. Hecho que ha caracterizado a los liquenes como una clase de

organismos ricos en compuestos polifenolicos[32].
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Figura 2: Metabolitos secundarios de liquenes




Los metabolitos secundarios son sintetizados principalmente por el socio fiingico. Este
origen ha sido confirmado por varios autores[33-37]. Sin embargo, las interacciones
metabdlicas entre ambos biontes son esenciales para la produccion de estos compuestos
quimicos, ya que la fuente de carbono necesaria para la biosintesis de estos compuestos
es proporcionada por la actividad fotosintética del alga. Este hecho ha sido corroborado
por experimentos en donde un determinado micobionte se ha cultivado sin su respectivo
fotobionte[38,39] demostrando que éste no produce los mismos metabolitos o genera un

conjunto completamente diferente que el respectivo liquen.

Estas sustancias al ser generadas se liberan en el espacio extracelular, para depositarse en
la supetficie de las hifas (muchos de éstos en forma de cristales) los cuales son poco
solubles en agua, y por lo general solo pueden ser extraidos con solventes
organicos[40,41]. Sin embargo, cabe sefialar que puede ocurrir que algunas de estas
moléculas también se encuentren en otras partes de los liquenes, como en la médula o la
corteza. Las sustancias de color son ejemplos tipicos de metabolitos ubicados en la

corteza.

Una vez formados los metabolitos secundarios, parecen ser extremadamente estables, Se
ha comprobado que las especies de herbario muy antiguas, no muestran ninguna
disminucién significativa en las concentraciones de sus compuestos secundarios. Se
estima que, las concentraciones de metabolitos secundarios puede variar de 0,1 a 10%
respecto al peso seco del talo, aunque en algunos casos, su concentracion puede ser mas
alta, no obstante estos valores pueden variar ampliamente dentro de una misma

especie[42].




1.2.3. Rutas biosintéticas

Los liquenes emplean una serie de rutas biosintéticas para producir la inmensa variedad
de metabolitos secundarios; entre las rutas que destacan se encuentran: la ruta de acetato

polimalonato, la ruta del acido shikimico y la ruta del acido mevalonico.
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Figura 3: Rutas biosintéticas de los liquenes [43,44]

Via del Acetato polimalonato: Produce los metabolitos mas comunes y abundantes en
liquenes, entre ellos destacan: Compuestos fenolicos mononucleares, dépsidos,
tridépsidos, depsidonas, benzil ester, difenil ester, dibenzofuranos, antraquinonas,

cromonas, xantonas acidos alifaticos[45], etc.

Compuestos fenolicos mononucleares: Se caracterizan por la presencia de anillos

aromaticos unidos a grupos hidroxilos y alquilos. Las unidades de compuestos fendlicos




mas comunes en este grupo son las estructuras de tipo orcinol y B-orcinol, mas sus
respectivos derivados, tales como el dcido orselinico, el metil orselinato, atrarato de

- metilo[20], etc. (Figura 4).

CH, CH, CH,
OH
HO OH HO OH HO OH
CH,
Orcinol B-orcinol Acido orselinico

Figura 4: Fenoles mononucleares

Metabélicamente hablando los derivados del orcinol y B-orcinol son conocidos por ser
intermediarios en la sintesis de otros metabolitos, tales como los dépsidos y las
_ depsidonas. Un ejemplo de esto seria la esterificacion de dos unidades de 4cido orselinico,
especificamente, entre el un grupo carboxilico de un anillo y el grupo hidroxilo en posicion
3 0 4 del segundo anillo, lo que formaria un para- o un meta-dépsido, (dependiendo si es
3 0 4 la posicién del OH). Ahora bien si hubiera una segunda esterificacion, se produciria
un tridépsido. En base a lo dicho, se ha visto que la presencia de estos metabolitos es muy
escasa, debido a que la mayor parte de los compuestos presentes en los talos vendrian a
ser productos finales de las rutas biosintéticasf44].
Dépsidos y depsidonas: Son la clase de metabolitos secundarios mas abundante en los

liquenes (Figura 5). Segln Huneck y Yoshimura[20] existen aproximadamente 200

dépsidos y 116 depsidonas reportadas. La diversidad estructural y su ocurrencia en estas




especies ha generado un interés considerable en sus actividades biologicas. Para el caso
de Ios dépsidos, su sintesis estd mediada por la condensacién de dos o mds unidades de
4cidos hidroxibenzoicos (&cido orselinico y derivados)[46]. El grupo carboxilo de un
anillo se esterifica con un hidroxilo fendlico de la segunda molécula. Dependiendo si la
posicién del hidroxilo se encuentra en el orden 3 o 4 (segundo anillo) formara un para- o

un meta- dépsido. Ahora bien, si hubiera una segunda esterificacidn, se produciria un

tridépsido[47].
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Figura 5; Esqueleto comtin dépsidos y depsidonas

Por otro lado, el origen biosintético de las depsidonas atin no estd claro. Culberson[48]
sefiala que la sintesis de estos metabolitos estd dada por una ciclacién oxidativa, entre el
hidroxilo 2 y el hidroxilo 5 de cada anillo. Sin embargo la reaccion es energéticamente
desfavorable y no tiene lugar ficilmente en condiciones de laboratorio[49]. Sala y col[50]
sefialé que las depsidonas derivan de los dépsidos a través de benzofenonas de
acoplamiento fendlico, con espirobenzofuranona como intermediario. Sin embargo,
ninguno de estos intermediarios se produjo de forma natural en los liquenes, a pesar de

ser un proceso energéticamente favorable[49,50]. Reconstrucciones miméticas de la via
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de biosintesis han demostrado que existen varios reordenamientos intramoleculares, los
cuales son sumamente necesarios, para la estabilidad del anillo dioxepin-11-ona-11-
dibenzo-1,4, (un ejemplo de esto es la transposicion de Smiles). Por iiltimo, la hipétesis
mads reciente, dice que la biosintesis mas probable estarfa relacionada con la oxidacion de
para-dépsidos mediada por dioxigenasas seguida de la ciclacién del intermediario

dihidroxidihidrobenceno[44].

Cromonas, xantonas y antraquinonas:

Cromonas: Isémeros de la cumarina, se caracteriza por ser un derivado benzopirano
sustituido en el anillo pirano por un grupo ceto. Segin Huneck y Yoshimura[20] existen

13 cromonas identificadas.

Antraquinonas y naftoquinonas: Los compuestos que pertenecen a esta clase, también
se producen en hongos y plantas superiores, se caracterizan por ser los pigmentos mas
comunes en los liquenes, presentando tonalidades amarillas, rojizas y anaranjadas, entre
ellas destaca la parietina, antraquinona de tonalidad anaranjada, con propiedades:
antiproliferativas, antibacterianas, antitumorlares y antifungicas[50], entre otras.

En las naftoquinonas y sus respectivos derivados, se han detectado propiedades

citotoxicas, por ejemplo, contra lineas celulares de cancer{51-53].
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Figura 6: Cromonas, xantonas y antraquinonas

Xantonas: Aproximadamente existen 87 tipos de xantonas reportadas[20]. Su estructura
podria derivarse de la condensacion lineal de 7 unidades de acetato y de malonato mas
una ciclacion de tipo dcido orselinico. A diferencia de las xantonas de los hongos, muchas

xantonas de los liquenes tienen uno o mas sustituyentes de cloro nucleares[54].

Dibenzofuranos: Se forman por la ciclacion entre dos unidades de acido orselinico,
aparentemente por el acoplamiento carbono-carbono y la ciclo deshidratacion de éstos. Se
caracterizan por poseer actividades contra las bacterias Gram-positivas, exhibir efectos
antivirales, anti-protozoarios, antimitdtico, anti-inflamatoria y analgésica[55].

El dibenzofurano mas conocido en los liquenes es el acido Gsnico (Figura 7) Este
metabolito se caracteriza por su respectiva pigmentacion amarilla, la cual es solo conocida
para estas especies. Entre las propiedades bioldgicas reportadas se encuentran: efectos

potentes contra bacterias Staphylococcus, Streptococcus, Neumococo y Mycobacterium

tuberculosis; también exhibe efectos antimicoticos, anti}riréi%s, '

analgésica[32], etc. : | ¥

13




H.C
CH,

Figura 7: Acido ésnico

Via del Acido Shikimico: Los principales compuestos sintetizados por esta ruta son: el
acido pulvinico, las terfenilquinonas y los aminoécidos fenilalanina, tirosina y triptéfano
(Figura 8). El acido pulvinico y sus derivados se caracterizari por ser pigmentos de color
amarillo o anaranjado, este grupo incluye compuestos como: la calicina, epanirona, dcido
leprapinico, 4cido wvulpinico, dcido rizocarpico 4cido pinastrico[20], entre otros.
Generalmente estos metabolitos son encontrados en liquenes como Lefraria vulpina,
Rhizocarpum geographicum y Bryoria fremontii. Por otro lado las terfenilquinonas se
presentan como pigmentos rojos y purpuras, y hasta la fecha solo se conocen dos
moléculas; uno de ellos es el dcido poliporico y el dcido teleforico[56]. Ademas de la
sintesis de estos metabolitos, esta ruta produce fenilalanina, tirosina y triptéfano,
aminodcidos aromaticos que participan como intermediarios en la produccion de una gran

variedad de productos naturales.

Figura 8: Metabelitos ruta Acido Shikimico
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Via del Acido Mevalonico: Hasta la fecha, se han aislado aproximadamente 70
compuestos derivados de esta via, entre ellos destacan, los di, tri y sesqui-terpenos
(zeorina, leucotinina, acido ursélico, dihidroxihopano, durvilldiol etc.); carotenoides (f3-
caroteno, fy-caroteno, violoxantina, xantofila y pigmentos de carotenoides no

especificados) y esteroles (ergosterol, fungisterol, B-sitosterol)[20], entre otros.

Figura 9: Esteroide vfa 4cido Mevalénico

1.3. Actividades bioldgicas

A lo largo de la historia, los liquenes han sido utilizados para diversos propésitos. Por
ejemplo, los egipcios usaron a la especie Evernia prunastri para el proceso de embalsamar
cuerpos. Los romanos emplearon a la especie Rocella para tefiir las “togas”[57], mientras
que en el periodo de Jesucristo, Lecanora esculenta fue conocida como el “manad”
biblico[58]. A mediados del siglo XIX, todavfa se recogia Lobaria pulmonaria en algunas
zonas de Inglaterra, para preparar infusiones contra las dolencias respiratorias y aiin se
usa en Highland de Escocia[59]. En Finlandia en 1919 Cetrc;rt‘a islandica, era empleada

para combatir los resfriados[60]. Los maories de Nueva Zelanda han usado de modo
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tradicional la especie Usnea como pafiales o como compresas para mujeres[61]. Ramalina
farinacea, Lobaria pulmonaria, Usnea barbata fueron consumidos para paliar el hambre
durante Ia guerra de Bosnia-Herzegovina durante los afios 1992-1995[62]. Los araucanos
en nuestro pais preparaban infusiones con talos liquénicos para combatir la tuberculosis
pulmonar, mucho antes de que los espafioles llegaran a América, y en general muchas
culturas han utilizado sus exiractos para el tratamiento de diferentes patologias[63].

En la actualidad, un buen mimero de liquenes son usados en la fabricacién de productos
cosméticos tales como cremas, champis, desodorantes, jabones, fijadores de perfumes y
pastas dentales[1-4,11,12,64]. Gracias a su alta sensibilidad y capacidad de acumular
diversos contaminantes del aire, los liquenes han sido ampliamente utilizados como
biodetectores de contaminacion para una serie de compuestos, entre ellos destacan: los
metales de Cu, Pb, y Fe, nitrégeno y algunos elementos radionucleares ('Be, **’Cs, 2'°Pb
22Ra, 2*U), Adicionalmente, los pigmentos de la especie Rocella, se siguen empleando

en la fabricacién del papel pH[11,65].

Hasta la fecha, las investigaciones sobre las propiedades farmacologicas de los liquenes
han logrado demostrar que muchos de- los metabolitos aislados de estos organismos
presentan una gran variedad de actividades biologicas, proporcionando una fuente
prometedora a futuras terapias de drogas. Entre las principales actividades reportadas se
encuentran: Antibacterianas, antimicdticas, antivirales, antitum"oral, analgésicas,
antiinflamatorias, gastroprotectoras, fotoprotectora, anti-cancerigenas, y antioxidantes[1-

4,6,11,12,23,31,42,45], entre otras.
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1.3.1. Actividad antioxidante

En un normal funcionamiento del metabolismo de los seres vivos, aproximadamente un
2% del oxigeno molecular consumido durante la respiracién celular, es reducido a el
radical anién superdxido (O ¢) Este radical ha sido considerado como el precursor de Ia
mayoria de las especies reactivas de oxigeno (ROS)[66]. A concentraciones bajas o
moderadas, estas moléculas cumplen un rol clave en procesos quimicos celulares, como
por ejemplo, etapas de maduracién de las estructuras celulares y efectos defensivos contra
determinados virus y bacterias[67,68]. Con el transcurso de la evolucidn, los seres vivos
han desarrollado una serie de mecanismos, los cuales regulan el equilibrio entre la
generacion y la disminucion de estas especies reactivas. Los mecanismos internos de
eliminacidn se pueden dividir en 4 etapas:

Supresién

Eliminacién

Reparacion y reconstitucion del dafio
Induccion de proteinas y enzimas antioxidantes.

Ahora bien, el problema surge cuando los sistemas de proteccion no son suficientes para
enfrentar el umbral normal de produccién de radicales libres, desencadenando un
desequilibrio en la generacion y disminucién de estos. Cuando se produce este desbalance
se genera un fendmeno llamado estrés oxidativo[69]. El estrés oxidativo es un fenémeno
nocivo que puede alterar gravemente las membranas celulares y otras estructuras
relacionadas a esta como proteinas, lipidos y é&cidos desoxirribonucleicos. De no ser
regulado adecuadamente, ¢l estrés oxidativo p{lede inducir una variedad de enfermedades

crénicas y neurodegenerativas tales como: Arteriosclerosis, cancer, diabetes mellitus,
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demencia isquémica, Alzheimer, enfisema, hemocromatosis, Parkinson y envejecimiento

prematuro[70-72].

Actualmente, los antioxidantes sintéticos como el a-tocoferol (vitamina E), el butil
hidroxianisol (BHA), el butil hidroxitolueno (BHT), el terc-butilhidroquinona (TBHQ) y
el galato de propilo (PG) son los compuestos mas usados para proteger firmacos y
alimentos, dada su eficacia y menor costo que los antioxidantes naturales. Sin émbargo,
ya que muchos de estos antioxidantes sintétjcos han mostrado tener efectos toxicologicos
y cancerigenos, ha surgido la necesidad de .reemplazarlos con productos de origen

natural[73].

En base a esto, muchas investigaciones se han centrado en la bisqueda de nuevos
antioxidantes a partir de productos naturales sin ningiin efecto indeseable. Nuimerosos
estudios in vitro en plantas, liquenes, macro y micro algas, apoyan firmemente el hecho
de que sus constituyentes con capacidades antioxidantes, son aptos para ejercer efectos

protectores conira el estrés oxidativo.

En el ultimo tiempo, los liquenes han demostrado ser una buena fuente de antioxidantes
naturales, debido a la alta presencia y variedad de moléculas polifendlicas que hay en sus
extractos. (especialmenie dépsidos, depsidonas, dibenzofuranos, etc.), Se cree que las
propiedades antioxidantes de los polifenoles estarian dadas por la presencia de uno o

varios grupos hidroxilos fendlicos, los que conferirian un alto potencial para eliminar los
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radicales libres[74]. Por ejemplo, los compuestos fendlicos son capaces de donar dtomos
de hidrégeno, correspondientes al OH para estabilizar a radicales libres, y a su vez, generar
radicales menos reactivos como el radical fenoxilo[75,76].

Existen una serie de informes en los que se ha visto una correlacion positiva entre el
contenido total de compuestos fendlicos de los extractos, versus la actividad antioxidante

testeada[77-80],

Tabla I: Actividades antioxidantes de extractos li uénicos 81
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tuberculiformis

Letharia columbiana 69

Sin embargo, han habido otros estudios en los que los resultados no mostraron ninguna
tendencia. Odabasoglu y col en el afio 2005[82], Stojanovic y col en el afio 2010[83] y
Stanly y col. en el afio 2011[84], determinaron respectivamente que no habia una
correlacion positiva entre las concentraciones fenélicas de distintas especies de liquenes
(Cladia, Bulbothrix, Ramalina, Parmotrema) y sus actividades antioxidantes. Estos
resultados implicarian una serie de interrogantes respecto a la actividad antioxidante. Por
un lado, se podria decir que la actividad estaria dada por compuestos de naturaleza no
fenolica, la cual afectaria las interacciones antagonistas o sinérgicas entre los componentes
del extracto. Tampoco habria que descartar la influencia de los componentes minoritarios
del extracto.

B Depsidos
B Depsidonas
i Depsonas
B Dibenzofuranos
[0 Diphenil eter
% Antraquinonas
' Naphtoquinonas
. Xanthonas
Chromonas

Figura 10: Distribucién de los metabolitos secundarios

Intentando resolver esta disyuntiva, se han descrito una serie de ensayos en base a los
compuestos aislados de los extractos liquénicos. Segtn los review realizados por White y

col en el 2014[32] y Ferndndez-Moriano y col el 2015[74]. Sefialaron que de un total de
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aproximadamente 78 metabolitos testeados para el primer caso y 60 metabolitos para el
segundo, los compuestos de mayor abundancia en los extractos metanolicos son los
polifencles de tipo dépsido y depsidona (Figura 10), por otro lado, la actividad
antioxidante (Figura 11) fue evaluada principalmente sobre la base de algunos ensayos
quimicos, tales como la actividad eliminadora del radical libre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil (DPPH), eliminacién de radical anién superéxido, inhibicion de la

peroxidacidn lipidica, entre otros.

Actividad antioxidante Actividad antioxidante
{White 2014] {Fernandez-moriano 2015)

15 8

10 &

5 USSR —

0 ...a... — |

bueno moderados malos 0

bueno moderados malos

Mdepsidos % depsidonas

M depsidos 2 depsidonas

Figura 11: Actividades antioxidantes de los dépsidos y las depsidonas

A continuaci6n se presenta una tabla de las actividades antioxidantes reportadas, para los

metabolitos secundarios mas comunes en las especies liquénicas.
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Tabla 2: Actividades antioxidantes metahohtos secundarios[85]
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ErAcidoi8!
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Acido ethylstlct:co Papadopuulou etal. (200‘!)

Si bién los liquenes son claramente una fuente interesante y rica en compuestos
polifendlicos con'potencial antioxidante, todavia se requieren mas estudios para esclarecer
los procesos y mecanismos de accién implicados en sus actividades, ademas de una
correlacion de los compuestos mayoritarios activos (dépsidos y depsidonas) en torno a la

estructura-actividad.

1.3.2. Proteina tau y enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mads frecuente a nivel
mundial, Segin estimaciones realizadas en el informe mundial sobre el Alzheimer]86],
existen mds de 46,8 millones de personas que padecen este mal y que los nuevos casos
por afio se estarian incrementando en 9,9 millones, trapsformando a esta enfermedad en
uno de los mayores problemas de la salud mundial, con un costo econémico que en el afio

2015 se situd en los 818.000 millones de ddlares[86].

Clinicamente esta enfermedad se caracteriza por la degradacion selectiva de neuronas en
el hipocampo y la corteza, hecho que se ve manifestado en la pérdida de la memoria,
disminucion de realizar tareas rutinarias, desorientacion[87,88], etc. En los cerebros con
la EA, se pueden observar (post mortem) dos tipos de lesiones caracteristicas: las placas

seniles (PS) cuyo principal componente es un péptido de 39 a 42 aminoacidos llamado [3-
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amiloide (BA) y los ovillos o marafias neurofibrilares (MNF), estructuras netamente

proteicas, constituidas por agregados de la proteina tau anormalmente fosforilada[89-91].

Tau pertenece a la familia. de las proteinas asociadas a microtiibulos, las que se expresan
principalmente en las neuronas. En ellas, tan normalmente cumple la funcién de montaje
y estabilizacién de los microtibulos mediante la regulacion del ensamblaje de la tubulina,
ademds de la unién de éstos con otras estructuras del citoesqueleto (dominio de

proyeccién) como lo$ neurofilamentos y proteinas de tipo espectrina y actina[92-94].

Tau estd codificada por un gen ubicado en el cromosoma 17 (gen 17¢21), el cual mediante
el corte y empalme alternativo {(splicing} de los exones 2, 3 y 10 originara 6 isoformas
moleculares, las que son exclusivas del cerebro humano[95,96]. Estas 6 isoformas estaran
definidas por la presencia de tres o cuatro dominios de repeticién (3R y 4R)[97] en la zona
de unién a microtibulos (extremo carboxi-terminal) y por la presencia o ausencia de 1 o
2 insertos en el dominio de proyeccidn (extremo amino-terminal) tal como se muestra en

la Figura 12{98].

Numberof Clone Splicing
amino acids name name

441 htaud0d 2N4R
412 htau34 IWN4R
383 htau24 ON4R
410 htau39 ZN3R

381 htaw37 IN3R

352 htauZ3 ON3R
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Figura 12: Isoformas de Ia protefna tau[98].

El corte y empalme del exdn 10 es de interés particular, ya que estd relacionado a distintas
enfermedades neurodegenergtivas denominadas taupatias. Sobre la base de estas
isoformas, las taupatias se pueden clasificar en: taupatias con cuatro repeticiones (4R), las
que incluyen a la parélisis supranuclear progresiva (PSP), la enfermedad de granos
argirfilos (AGD) y la degeneracion ticobasal (CDB). Las taupatias con tres repeticiones
(3R), como la enfermedad de Pick y las taupatias 3R -+ 4R como la enfermedad de

Alzheimer[98].

1.3.2.1. Fosforilacion de Tau

El proceso de fosforilacién y desfosforilacion de tau juega un rol clave en la unién de
proteina a los microtdbulos y la regulacion de la estabilidad del citoesqueleto.
Aproximadamente la proteina tan posee mas de 84 sitios potenciales de fosforilacién.
Durante el desarrollo de la patogénesis de la EA, tau comienza a hiperfosforilarse en
miltiples sitios, lo que reduce su afinidad por los microtibulos y se disocia para auto
ensamblarse en filamentos de tipo helicoidal pareade o lineal, los que forman los ovillos

neurofibrilares. El desacoplamiento de la proteina tau producido por la hiperfosforilacién
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conlleva a la pérdida de la sinapsis dendritica, la degeneracion de la membrana plasmaética,

la pérdida sinaptica y finalmente la muerte neuronal[99].

La presencia de las inclusiones fibrilares de tau en varias enfermedades
neurodegenerativas, llevé a proponer que esta proteina juega un rol clave en la
fisiopatologia de la EA. En estudios posteriores, se logré correlacionar la acumulacion de
los ovillos neurofibrilares con la progresion y la gravedad del deterioro cognitivo
observado en los pacientes[100]. También una mutacién en el gen de tau que causa la
demencia frontotemporal y el parkinsonismo, demostré que la disfuncién de tau en
ausencia del beta-amiloide, fue suficiente para causar la pérdida neuronal y también la
demencia clinica. Ademas la adiccion de inhibidores de la agregacion de tau logré generar
una reduccién en la muerte neuronal. Curiosamente, se ha detectado la presencia de placas
amiloides en pacientes con envejecimiento normal sin presentar ningin deterioro

cognitivo[101].

Pese a la evidencia del rol central que estarfa cumpliendo tau en una amplia gama de
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo al Alzheimer, en las dltimas dos décadas,
la bisqueda y desarrollo de nuevas drogas ha seguido apuntando a blancos relacionados
al beta-amiloide, pero sus resultados siguen siendo desfavorables. Es por esto que se hace
vital y oportuno seguir investigando terapias dirigidas a la inhibicién y reduccién de tau

mal plegada, como la indemnizacién por la pérdida de Ia funcidén de ésta.
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En este contexto, las investigaciones in vifro de tau han reportado las prometedoras
actividades de algunos polifenoles, como por ejemplo el flavonoide miricetina (Figura 13)
que logrd inhibir de ia agregacion de tau para un ICse=1,2 pM, ademas de interferir en la
fase de elongacién del montaje de fibrillas de tau. Otro estudio en base a las semillas de
uva, confirmé su capacidad de inhibir la concentracion de tau estequiometricamente. De
manera, similar al polifenol galato de epigalocatequina (presente en altas concentraciones
en la semilla de uva y el té verde) demostré tener un ICsq de 1,8 pM, cercano a lo obtenido

por la miricetina[102].

OH OH
Q O HO 0 Lo
oH OH

OH
OH CH

OH

OH

Miricetina Galato de epigalocatequina

Figura 13; Miricetina y galato de epigalocatequina

Si bien el extracto (para este caso el de semilla de uva) es una mezcla compleja de
metabolitos, no deja de ser Ilamativo que uno de los constituyentes mayoritarios presente
la mayor actividad. Por iltimo, las antraquinonas Adriamicina, Daunorubicina, emodina,
PIIF016 y PHF005, demostraron ser capaces de inhibir la agregacion de tau para la
secuencia de 3 repeticiones con valores de ICs entre los 1,1 y 2,4 uM e indujeron la
desagregacion de los agregados preformados con valores de DCs entre los 2,2 y 3,8 pM

[102].
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Figura 14: Antraquinonas contra la agregacién de tau

1.4. Antartida

El continente Antdrtico, posee una superficie aproximada de 13.500.000 kilémetros
cuadrados. Estd dentro del paralelo 66°S, con excepcién de la penfnsi.lla. antartica que
avanza hasta el paralé:lo 63°S. Al oeste de esta peninsula, aproximadamente en el paralelo
61°8, se encuentra la zona denominada Antartica maritima u ocednica. En este sector, se
comprueba la existencia de un mejor desarrollo de la vegetacién antértica terrestre; Dado
su aislamiento geografico y extremas condiciones ambientales (altos niveles de radiacion
UV, temperaturas extremas,. y tiempos prolongados de oscuridad), es un lugar ideal para
la blisqueda de nuevas especies, las cuales se desarrollan en forma limitada en los sectores

costeros que quedan libres del hielo y nieve durante los meses de verano, como también
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en algunos afloramientos rocosos ubicados en el interior, representando aproximadamente

un 4% del 4rea total de la Antértica[20].

Los liquenes, forman el grupo vegetal de mayor diversidad especifica y que se encuentra
mejor adaptado a estas condiciones, debido a la serie de mecanismos y metabolitos que
han desarrollados para sobrellevar estas condiciones ambientales. En ese sentido los
estudios realizados a estos organismos, han demostrado que presentan mejores actividades
antioxidantes y en menores concentraciones que sus pares tropicales[1]. Sin embargo, los
datos obtenidos siguen siendo escasos, en comparacién con los abundantes recursos de
liquenes que hay en la Antértida. Ademas, ha habido informes limitados sobre la relacién
entre la actividad antioxidante de muestras de liquenes y relativamente son pocas las
sustancias liquénicas que han sido examinadas en detalle para la actividad biolégica y
potencial terapéutico, debido principalmente a las dificultades para obtener en cantidades
y purezas suficientes para la elucidacion estructural y los ensayos farmacologicos.
Algunos metabolitos secundarios de liquenes antérticos se han reportado previamente por
Quillot y col. 19891106}, 1992[107]; Piovano y col. 1993[108], Castillo y col. 1993[103],
Garbarino et al. 1987[104], 1990[105]. Todos ellos recogidos de la Isla Robert, Islas

Shetland del Sur y la isla Rey Jorge.
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1.5.Hipotesis

Dados los antecedentes expuestos, la hipdtesis de este trabajo es:

Los dépsidos al poseer estructuralmente una mayor cantidad de grupos hidroxilos tendran
mejores actividades antioxidantes que las depsidonas.

Ademas estos compuestos podrian inhibir la agregacion de la proteina tau.

Para probar esta hip6tesis se proponen los siguientes objetivos:

1.6.0Dbjetivo general

Estudiar la capacidad antioxidante de metabolitos secundarios aislados de Umbillicaria
antdrctica y Ramalina terebrata como los respectivos extractos metandlicos, mediante los
ensayos ORAC-FL y DPPH.

Ademds, se evaluard la actividad anti agregante de los extractos metandlicos y de los
respectivos metabolitos aislados mediante el test de la tioflavina (ThT).

1.7.0bjetivos especificos

Para el cumplimiento del objetivo general se propone:

» OE1: Aislar y purificar metabolitos secundarios de Umbillicaria antarctica y Ramalina
terebrata.

+ OE2: Identificacién mediante métodos espectroscopicos principalmente RMN-H' y
espectrometria de masas de alta resolucion,

» OE3: Evaluar la actividad antioxidante de los metabolitos aislados (ORAC-Fly DPPH).
» OE4: Determinar la actividad anti agregante de los metabolitos aislados mediante el test
de la tioflavina (ThT).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

2.1.1. Biologicos

Liquenes: Umbillicaria antdrctica y Ramalina terebrata
Cepa bacteriana: Escherichia coli BL21(DE3)

2.1.2. Reactivos

2.1.2.1. Fraccionamiento y purificacion de moléculas

Gel de silice (Kieselgel 60, 0.063-0.200 mm, Merck Millipore})

Sephadex LH-20 (Merck Millipore)

Cromatofolios de silice gel TLC-(Kieselgel 60 GF254, Merck Millipore)

Reactivo de Lieberman

Solventes: metanol (MeOH), Acetato de etilo (AcOEt), éter de petréleo, diclorometano
(CH.Cl), acetona (CH3COCHs3), cloroformo (CHCls) (Merck Millipore)

Solventes grado HPLC: Agua (H,0), MeOH (Merck Millipore)

Solventes deuterados: D,0, CD;0D, CD3COCD3, CDCls;, dimetil sulfoxido (DMSO)
(Merck Millipore)

2.1.2.2. Ensayos antioxidantes

Acido gélico (Sigma Aldrich).

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Merck Millipore).

Fluoresceina (FL) (4cido 2-(3-hidroxi-60xo-6H-xanten-9-il)benzoico) (Sigma Aldrich).
AAPH (2,2’~ azobis(2-metilpropionamidina) (Sigma Aldrich).

Trolox (dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (Sigma Aldrich).

2.1.2.3. Expresion y purificacion de la proteina tau

pNG2/htau40 (donado por gentilmente por el Dr. E. Mandelkow, Max Plank Institute,
Alemania).

pET-28a(+) (Novagen, USA).

Amortiguador 5X phusion HB, 4R Forward (0.1 pg/uL) y primer 4R Reverse (0,1 pg/uL)
polimerasa phusion (NEB F-530S, USA).

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc., USA).

]
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Amortiguador 2 de restriccion 10X (New England BioLabs, USA).

Ndel 20 U/uL. (New England Biolabs, USA).

BamHI 20 U/uL. (New England Biolabs, USA).

BSA (New England Biolabs, USA) 100X.

H,(dd filtrada. !

Polimerasa phusion (NEB F-5308, USA).

Agarosa, bromuro de etidio.

QIAprep Spin Miniprep Kit (50) (Qiagen Inc., USA).

Ni-Sepharose (GE Healthcare, USA).

Medio SOB.

Medio SOC.

Amortiguador de Células Competentes (CC): 100 mM KCl, 50 mM CaCly'H,0, 10%
glicerol y 10 mM acetato de potasio, pH 6.2.

Amortiguador de extraccién: 20 mM NaH;PO,, 20 mM Imidazol, 500 mM NaCl, ImM
PMSF, pH 7.4 suplementado con cocktail de inhibidor de proteasas EDTA-free (Roche).
Amortignador de unién: 20 mM NaH,PO,, 20 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7.4.
Amortiguador de lavado: 20 mM NaH>P0O;4, 30 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7.4.
Amortiguador de elucion: 20 mM NaH;PO,, 200 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7.4.

2.1.3. Equipos

pH metro Strarter 2100 Farmalatina.

Centrifuga Arquimed centrifugue 5804.

Balanza analitica AUX120 (SHIMADZU).

Agitador magnético FISATOM.

Agitador de tubos MOBIL TUB (JP selecta).

Bafio termorregulador YSW-01.

Espectrofotémetro semiautomatico con pantalla digital.

Fuente de Poder Bio-RadPower Pac 200.

Camara Electroforética Mini-Protean Tetra System.

Refrigerador -80°C marca Panasonic modelo MDF-U33V-PB.

Refrigerador -20°C consul 260.

Refrigerador 4°C Mademsa,

Fluorimetro Synergy H1 Biotek (Monocromador).

Marcador de proteinas Precision Plus Protein™ Unstained Standards (bio-rad).
Sonicador omni sonic ruptor 400.

Incubador shaker zhwy 100b. .

Lector de multiplatos Synergy HT Bio-Tek Instruments Inc. Winooski, USA.

Placas de poliestireno blancas de 96 platos.

Cromatografia liquida de ultra alta presidon acoplada espectrometria de masa de alta
resolucidn junto con un detector de arreglo de diodos y en modo negativo (UHPLC-PDA-
Q/Orbitrap/MS/MS).

Equipo Buchi modelo Prep Chrom C-700 (Cromatografia liquida de alta resolucion).
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2.2.Métodos
2.2.1. Obtencion de los metabolitos secundarios

2.2.1.1. Recoleccion de muestras:

Umbillicaria antarcti;:a y Ramalina terebrata, fueron colectadas bajo los protocolos
sefialados en el tratado antartico sobre proteccion del medioambiente, normativa SCAR
y la autorizacion del Instituto Antartico Chileno, mediante el permiso N° 137/20135, para
las zonas pertenecientes al drea protegida ZAEP N°150, peninsula Ardley, bahia Maxwell
e Isla rey Jorge (paralelos 562° 12,572° W58° 56,4387 y 562° 12,546 W58° 56,432’9),
entre el periodo del 3 al 19 de Febrero del 2015, con la asesoria del liquendlogo Reinaldo
Vargas Castillo, quien ademas realizé la determinacion taxonémica de las especies antes
mencionadas (tabla 4 y 5). Se deposité una determinada cantidad de las muestras, en el
herbario interno del laboratorio de productos naturales extremos de la Universidad de

Chile.
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2.2.1.2. Preparacion de los extractos:

Para la obtencidn de los respectivos extractos, se empled el siguiente protocolo basado en
Huneck y Yoshimura[20]. Las muestras secas fueron respectivamente cortadas en
pequefios pedazos (Imm x 1mm), luego maceradas con diclorometano (CH2Cl), aprox.
300 ml x 3 por un lapso de 24 hrs, 150 Rpm a 25°C. El producto fue filtrado y concentrado
a sequedad mediante rotavapor a 40°C, para luego ser liofilizado y guardado a -20°C. El

mismo procedimiento se repite para el metanol (MeOLI).

2.2.1.3. Fraccionamiento y purificacion:

R. terebrata: El extracto de CHxCl, en primera instancia fue purificado a través de
cromatografia de exclusién molecular (Sephadex 1H-20) usando una fase mdvil de
MeOH, con la finalidad de eliminar grasas, pigmentos y esteroides. Luego las fracciones
de interés, fueron sometidas a cromatografia en columna de silice gel (63-200 pm)
utilizando una fase mdévil de éter de petrdleo: acetato de etilo (AcOEt) (0 a 100%) y

CH,Cly: MeOH (0 a 50%). Para el extracto de MeOH se us6 el mismo procedimiento.

U. antarctica: Para el extracto de CH,Cl,, se emple6 la misma metodologia descrita
anteriormente en R. terebrata. Por otro lado el extracto metandlico, también fue purificado
a través de cromatografia de exclusion molecular, con ¢l mismo fin que el caso anterior,
pero debido a la gran cantidad de compuestos polares que presentaba, fue trabajado a

través de cromatografia de fase reversa, con una fase mévil de MeOH: H>O (0 a 100%)
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con el fin de general un fraccionamiento de los respectivos metabolitos presentes en el
extracto. Para finalizar el proceso las fracciones obtenidas fueron trabajadas en
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) semi-preparativo de fase reversa,

empleando una gradiente de MeOH: H>O (0 a 100%).

2.2.1.4. Caracterizacion y elucidacion estructural de los

compuestos aislados

En primera instancia, se utilizé cromatografia de capa fina (CCF) para hacer el
seguimiento y evaluar el grado de pureza de los metabolitos. Corroborado esto, la
elucidacion estructural de todos los compuestos fue mediante estudios de resonancia
magnética nuclear (RMN), principalmente mono-dimensional (RMN-H", ademas de
cromatografia liquida de ultra alta presion acoplada espectrometria de masa de alta
resolucién junto con un detector de arreglo de diodos y en modo negative (UHPLC-PDA-

Q/Orbitrap/MS/MS).
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2.2.2. Ensayos antioxidantes

2.2.2.1. Determinacion cuantitativa del poder captador del
radical libre DPPH de extractos y compuestos puros

aislados

Ensayo que se caracteriza por medir las propiedades antioxidantes de los compuestos en
base a la capacidad de eliminar el anion 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), mediante la
transferencia de un dtomo de hidrégeno desde los grupos hidroxilos de las moléculas
estudiadas. El DPPH es uno de los pocos radicales nitrogenados estable, debido a la
deslocalizacién de un electrdn libre, en solucioén genera un tono violeta oscuro, que se
caracteriza por una banda de absorcion centrada aproximadamente en el rango de los 515
nm, pero cuando se mezcla con una solucién protica, la forma reducida presenta un tono
amarillo palido[109]. Este hecho hace que el ensayo sea un método valido, reproducible
y facil de evaluar (Esta variacion colovimétrica hace que el ensayo sea un método valido,
reproducible y comparable con otros test)

La cuantificacion del poder captador del radical libre se evalué mediante la determinacion
de la concentracién efectiva (ICsq), definiéndose como la concentracion de antioxidante
necesaria para reducir en un 50% la concentracién inicial del radical libre. Para ello se
empled (o se llevd a cabo) la metodologia descrita por Brad-William y col en 1995[110],

méas modificaciones.
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Y No, —DOH . W—H NO;  + ArOs

Figura 16: Reaccién DPPH

Las muestras fueron preparadas a diversas concentraciones en un rango de 2-12 ug/ml,
estas se mezclaron con 2 ml de DPPH a concentracion 0.5mM Después de 30 min, se mide
la absorbancia a 515nm. El porcentaje de la eliminacion de radicales DPPH se calcula

utilizando la ecuacién como se indica a continuacion:

Absorbancia yopero; — AbSOTBENcia regccitn
% actividad = . -100
Absorbancia cgneret

2.2.2.2. Capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC

fluoresceina (ORAC-FL)

El fundamento del método ORAC-FL se basa en la capacidad que tienen los compuestos
antioxidantes frente a la presencia del radical perdxilo, en comparacién al estandar Trolox,
empleando una sonda fluorescente. El indice ORAC-FL fue determinado usando el
protocolo de Ou y col[111], con algunas modificaciones. La reaccion fue llevada a cabo
en un tampén de fosfato (NaH,PO4) a 75mM a pH 7,4. En primer lugar, se agregaron 150

pL de fluoresceina 70nM (40nM de concentracién en celda) mds 25 pL del compuesto a
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estudiar. La solucién resultante fue preincubada en el lector de multiplatos Synergy HT
BioTek por 15 minutos a 37°C en la respectivas celéias de la microplaca de 96 pocillos.
Luego de esto se adicionaron alicuotas de AAPH (25 pL a concentracion de 18 mM). La
microplaca fue colocada inmediatamente en el lector y agitada autométicamente antes de

cada medicion.

2.2.3. Produccion de proteina Tau

2.2.3.1. Clonamiento de htau en vectores de expresion
bacteriana

La secuencia htaud0(2N4R) contenida en el vector pNG2/htau40 (donado por E.

Mandelkow, Max Plank Institute, Alemania) fue cortado para luego ser subclonado en el

vector de expresién bacteriana pET-28a, caracterizado por poseer una secuencia de

polihistidina en el extremo amino terminal, lo que facilita su purificacion.

2.2.3.2. Digestion Enzimitica

Para la realizacién de la digestion enzimadtica se mezcld: 40 pL del plasmido, 20 pL de
amortiguador 10X BamHI+, 4 pL de Ndel (10 U/uL), 4 L de BamHI (10 U/uL) y 132
pL de HaO nanopura. Para la digestién del vector pET-28a(+) se agregaron 40 pL de

vector purificado, 20 pL de amortiguador 10X BamHI+, 4 pL. de Ndel (10 U/uL), 4 pL

39




de BamHI (10 U/pL), 'y agua nanopura para completar 200 pL de volumen final. Las
mezclas se incubaron a 37°C durante toda una noche. El producto de digestion de tamafio
esperado se separ6 mediante geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, luego

se purificé la banda correspondiente con un kit comercial (E.Z.N.A).

2.2.3.3. Reaccion de Ligacion

La ligacion se llevé a cabo mediante la adicién de: 4 pL de vector digerido, con 6 pL de
inserto, mas 2 pL de amortiguador T4 DNA ligasa 10X, 1 yL de T4 DNA ligasa
(Fermentas) v agua nanopura para completar un volumen final de 20 pL. La mezcla fue
incubada a temperatura ambiente por un lapso 3 hrs. Posteriormente, se realizé la

transformacién de las bacterias competentes con el producto de la ligacion.

2.2.3.4. Generacion de bacterias competentes:

La cepa bacteriana de Escherichia coli BL21(DE3) fue cultivada en placa Petri LB-agar.
Transcurrido el periodo de crecimiento, se inoculd 5 ml de medio LB dejéndolas crecer
durante una noche a 37°C a 220 rpm. Al siguiente dia se tomé 2,5 ml de este cultivo y se
inoculé 250 ml de medio LB, a 37°C a 220 rpm, hasta obtener una densidad 6ptica (DO)
entre los 0,4-0,6 a 600nm, para luego enfriar todo en hielo por 30 min. Cumnplido el t'iempo
se centrifugaron las bacterias a 3000 rpm a 4°C por 15 min, Las bacterias se re

suspendieron en 80 ml deamortiguador de células competentes (CC) frio y se incubaron
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en hielo durante 30 min. Enseguida de esto, las bacterias se volvieron a centrifugar a 3.000
rpm a 4°C por 15 min y se re suspendieron en 20 mL de amortiguador CC, se alicuotaron

en voliimenes de 400 pL en tubos Eppendorf’y fueron congeladas para su uso posterior a

-80°C.

2.2.3.5. Transformacion de bacterias competentes:

Las células competentes se descongelaron en hielo y se mezclaron 400 pl. de esta
suspensi6n de bacterias con 10 pL de producto de ligacion o 5 puL de plasmido (100 ng de
DNA aprox.). Esta mezcla se dej6 reposar 30 min en hielo y luego, se incub6 por 45-60
seg a 42°C en un bafio termorregulado y enseguida se dejé enfriar por 2 min en hielo. Se
agregd 1 ml de medio LB y se dej6 incubando a 37°C por 1 hora con agitacion constante
(220 rpm aprox.). A continuacién, las bacterias se concentraron centrifugando a 4000 rpm
por 5 min hasta un volumen de 100 pL aproximado y se sembraron en placas LB-agar que
contenian kanamicina (30 pg/ml.). Las placas LB-agar se incubaron a 37°C por 24 horas
y se tomaron al menos tres colonias al azar para analizar la presencia del inserto de htaud0
por ¢l ensayo de restriccién con las eénzimas correspondientes, previa purificacion del
DNA plasmidial con el sistema QLAprep Spin Miniprep Kit. Las colonias que contenian
el inserto fueron enviadas a secuenciar para comprobar la secuencia de las isoformas de
tau. Los plasmidos con las secuencias correctas fueron almacenados a -20°C y los stocks
de bacterias transformadas con el plasmido pET-28a(+-) con las secuencias de htau fueron

almacenadas en glicerol 20% (v/v) a -80°C.
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2.2.3.6. Clonamiento de 4RMBD en vectores de expresion

bhacteriana

La secuencia codificante del fragmento de 4RMBD (htau244-372) fue amplificado
mediante PCR a partir del vector que contiene el gen de htau40 como templado. Este

fragmento de 4RMBD fue subclonado en el vector de expresion bacteriano pET-28a().

2.2.3.7. Amplificacién del fragmento de 4RMBD por PCR

Para la amplificacién de la secuencia codificante del fragmento de 4RMBD se disefi6 la

siguiente pareja de partidores:

Tabla 3: Partidores de la amplificacién de 4RMBD

Protocolo de ampliacién por PCR: 10 pl. de amortiguador 5X phusion HB, 2 pL de
templado, 1 pL de primer4R Forward (0,1 pg/uL), 1 pL primer 4R Reverse (0,1 pg/pl),

0,4 uL de ANTPs (25 mM), un 1 pL de polimerasa phusion 'y 34,6 pL. de H,Odd filtrada.
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Programa de termociclacién: Primera etapa de 30 seg a 98°C, una segunda etapa de 30
ciclos de 20 seg a 98°C, 30 seg a 60°C y 30 seg a 72°C y una tercera etapa final de 10 min
a 72°C. Se corroboré la presencia del producto de PCR, corriendo un gel de agarosa al
1%, con tincién posterior de bromuro de etidio. El producto de PCR obtenido fue

purificado con un kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit).

2.2.3.8. Digestion Enzimatica:

Para la realizacién de la digestién enzimdtica se mezclé: 25 pl. de producto de PCR
purificado, 5 uL. de amortiguador 2 de restriccién 10X, 0,5 pL de Ndel (20 U/pL), 0,5 pL.
de BamHI (20 U/uL), 0,5 pL de BSA 100X y 18,5 uL de H>0dd filtrada. Para la digestion
del vector pET-28a(+) se agregaron 4 pg de vector purificado, 5 pl, de amortiguador 2 de
restriccién 10X, 1 uL de Ndel (20 U/ul), 1 pL de BamHI (20 U/uL), 0,5 uL. de BSA
100X y 42,5 uL H,0dd filtrada, Las mezclas se incubaron a 37°C por 4 hrs. El producto
de digestién de tamafio esperado se separé mediante geles de agarosa al 1% teflido con
bromure de etidio, luego se purificé la banda correspondiente con un kit comercial

EC.ZN.A).
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2.2.3.9. Reaccion de Ligacion:

Se realizd mezclando 150 ng del vector digerido con 26 ng de inserto, 1 pL de
amortiguador T4 DNA ligasa, 0,5 pL de T4 DNA ligasa y 8,5 pL HOdd filtrada. Se
incluy6 un control negativo sin inserto en la reaccién de ligacién. La mezcla fue incubada

a bafio termorregulado a 16°C por 4 hrs.

2.2.3.10. Transformacion de células competentes:

Se transformaron 50 pL de bacterias competentes XL.1-Blue con 5 pL del producto de
ligacién y a su vez, con 5 pL del control negativo. Las bacterias se sembraron en placas
LB-agar con kanamicina (50 pg/mL). Las placas LB-agar se incubaron a 37°C por 24 hrs.
Al dia siguiente, se picaron entre seis y ocho colonias al azar para analizar la presencia
del inserto de 4RMBD por ensayo de restriccién con las enzimas correspondientes, previa
purificacién del DNA plasmidial con el sistema QIdprep Spin Miniprep Kit. Las colonias
que contenian el inserto fueron enviadas a secuenciar para comprobar la secuencia de
4RMBD. Los plasmidos con las secuencias correctas fueron almacenados a -20°C y stocks
de bacterias transformadas con el plasmodio pET-28a(+)/4RMBD fueron almacenadas en

glicerol 20% (v/v) a -80°C.
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2.2.4. Purificacion de 4RMBD desde cultivos de E coli

2.2.4.1. Produccion de proteina:

A partir de un stock de células de E. coli BL21(DE3) transformadas con los plasmidos de
expresién pET-28a(+)/4RMBD se inoculé un cultivo de 50 mL de medio LB con 150 puL.
de kanamicina 10mg/mL, los cuales se dejaron crecer por una noche a 37°C con agitacién
constante (220 rpm). Al dia siguiente se inoculd con 20 ml del cultivo, 1 L de medio LB
con 20 pL de kanamicina 10mg/mL, cultivindose a las mismas condiciones antes
mencionadas, hasta el punto de alcanzar una DO a 600 nm entre los 0,5 y 0,6; al llegar a
este punto, se indujo la expresién con 250 pL de IPTG ImM durante un lapso de 4 hrs,
manteniendo las condiciones de cultivo. Las bacterias obtenidas se centrifugaron a 5000
rpm, a 4°C durante 10 min. Se descarto el sobrenadante y el pellet generado de bacterias

competentes fue congelado a -80°C hasta su posterior tratamiento.

2.2.4.2. Purificacion proteica:

Protocolo: Se preparé una columna de cromatografia de afinidad con metal inmovilizado
(IMAC) con 3 ml de una resina de consta de un quelante tetradentado cargado con cobalto,
que posee una notable afinidad y especificidad para las proteinas etiquetadas con histidina.
Las respectivas fases méviles empleadas fueron:

e Buffer de unién: 20 mM NaH2P0O4, 20 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH=7,4
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e Buffer de lavado: 20 mM NaH2P04, 30 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH= 7,4

e Buffer de elucidén: 20 mM NaH,PO4, 200 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH= 7,4

Los pellet obtenidos fueron trabajados con 5 mL de buffer de unién, mds 50 pL de
inhibidor de proteasa (PMFS), luego se procedio a la ruptura de la bacteria, para ello se
s6nico a 37°C durante 5 min a maxima potencia en un sonicador, luego se congeld a -
80°C por 10 min, después se descongelé a 37°C por 5 min, para ser de huevo sonicado a
las mismas condiciones. El proceso de congelamiento y descongelamiento se aplica una
vez mas, para asi centrifugar todo a 5000 rpm por 5 min. Una vez obtenido el
sobrenadante, se mezcl6 con la resina de Ja columna y se incubd en agitacién constante en
frio durante 2 hrs. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 2000 rpm a 4°C durante 5 min.
El sobrenadante generado se guardé a -20°C con el nombre de fraccion 1, para su posterior
andlisis. La resira ya activada fue eluido con 150 ml de buffer de lavado a flujo de
Iml/min, para realizar de esta forma el lavado, el cual se dej6 a 4°C durante 10 min en
agitacién constante, una vez transcurrido este periodo, la resina se incub6 con buffer de
elucion por 20 min, para luego recolectar fracciones de 5ml de buffer con la proteina ya

purificada.

2.2.4.3. Dialisis del fragmento 4RMBD

El producto de la purificacién fue dializado por medio del kit Pur-A-L-lyzer mega 6000

dialysis y se empled el siguiente protocolo: Se depositaron en los pocillos de dialisis las
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eluciones proteicas obtenidas, para luego dejarse en una solucién de Acetato de sodio 100
mM por alrededor de 18 horas y se mantuvieron en agitacién constante por medio del
agitador magnético.
La solucién obtenida en la dialisis, se concentrd en filtros clontech, concentrandose a
4.000 rpm por 10 min. El concentrado final fue guardado en tubos eppendorf con un
volumen final de 500 pL y se congelaron hasta su uso a -80°C.
Finalmente, se midié la concentracion final mediante el coeficiente de exiincion molar a
280 nm.

A=1-g-C
En donde A es la absorbancia de la muestra, ¢ es el coeficiente de extincién molar que en
este caso es de 1520 Mlem™ y C es la concentracién. El resultado se expresa como p.M'1

cml.

2.2.4.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE se realiz6 segiin lo descrito por
Laemmli en 1970[112]. Se formaron geles acrilamida / bisacrilamida con una
concentracion del 15%, las muestras fueron tratadas con SDS y llevados a 90°C por 5 min
al bafio termorregulador YSW-01, donde finalmente son cargadas 20 pL de la muestra
dentro de los pocillos del gel concentrador. Cada gel se sometié a un voltaje constante de
130 volts hasta la caida del frente de corrida. Luego de la cotrida, los geles fueron tefiidos

por 1 hora en una solucion de tincién con azul de comassie y finalmente se destifio en
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solucidn de destincién en incubadora shaker zhwy100b a 23°C con una agitacién contaste

de 120 rpm aproximadamente toda la noche. Posteriormente son lavados y visualizados.

2.2.5. Estudio de la agregacion para el fragmento 4RMBD

La evaluacion de la actividad anti-agregante se llevé a cabo mediante el ensayo de la
fluorescefna ThT, reportado por Pickhardt et al[91], con algunas modificaciones. El
ensayo se inicia con la induccién para la formacién de estructuras filamentosas del
fragmento 4RMBD en microplacas de 96 pocillos. Para ello se mezcld: 49,5 pl. de la
proteina a una concentracién de 40 pM, 45.9 pL de heparina 5 pM en acetato a 100 mM
a pH 7,0, mas 1 pL del compuesto a estudiar solubilizado en DMSO a distintas
concentraciones. La mezcla de todos estos reactivos dio una concentracién final 20 pM
por pocillo. Luego de esto, la placa se sella para incubarla a 37°C durante 20 hrs.
Transcurrido este tiempo se adiciond 100 L de una solucién de ThT 25 mM y se continué
la incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la lectura de fluorescencia.
A continuacién, se midié la fluorescencia en un espectrofluorimetro Biotek H1 (Biotek
Instruments, EE.UU.) con una longitud de onda de excitacién a 440 nm y emisioén de 485
nm. Cada experimento se repiti6 al menos tres veces y la fluorescencia de fondo se sustrajo

cuando sea necesario.
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3. RESULTADOS

3.1.Recoleccion de las muestras

Las muestras en estudio fueron colectadas desde la zona de origen bajo la autorizacion y
permisos correspondientes. Los datos de colecta para cada especie se detallan 4

continuacion:

Tabla 4: Datos de colecta U7 antarctica

Umbillicaria antarctica

Colecta
Fech - A_ - 0302/2015 aI 18/02/205

quuenes detras es
SGRCSAEHY
Ido Vargas C

i

S

or Francisco:9algado;

2 ?‘E{fi?&?}‘i%‘%
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Tabla 5: Datos de colecta R, ferebrata

Ramalina erebrata

Colecta
Fecha (3/02/2015 al 8/02/;2015
[Eugal = sl Ardley (2 AT ENET50Y
Coordenadas geograficas 562° 12,572 W58° 56,438’

) A1 £ad0
Reinaldo Vargas C

gFotogrqﬁté}g??omadas por;Erancisco;Salgado

3.2.Fraccionamiento y purificacion

3.2.1. Umbillicaria antarctica

La muestra seca de U. gntarctica fue extraida con diclorometano y luego con metanol.
Producto del concentrado total, para el extracto de diclorometano se obtuvo 10.3 g,
equivalentes a un 6.87% de rendimiento, en relacién al peso del liquen seco. Asimismo,
para el extracto metandlico el resultado fue de un 13.8g, equivalente a un 9.20% de

rendimiento, en relacién al peso del liquen seco.

Tabla 6: Obtencion de los extractes

e

Umibillicarig antarcticar
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Para el extracto de CH;Cly, ¢l fraccionamiento se inicié a través de cromatografia de
exclusién molecular. Mediante placas cromatograficas de prueba, se seleccionaron las
fracciones primarias para ser sometidas a procesos de separacién y purificacién por
cromatografia de columna de silice gel (63-200 pm). La separacién cromatografica del
extracto de CH,Cl,, condujo al aislamiento de 3 metabolitos (Figural7), cuyas estructuras
se determinaron a través del andlisis de espectroscopia de resonancia magnética nuclt;ar
de protones (RMN-H'"), Las constantes espectroscopicas para los valores de RMN-H!

concuerdan con las descritas en la literatura.’®

C, a
Hs °
o CH, oH o
H H Q H
H

Ho. o oH OCH,

O ‘ e ° "

CHy Ho et
Hy& H s
He CeHyy cood H
OH 0 o
Acido fisnico Acido lobarico Metil orselinato

Figura 17: Metabolitos obtenidos del extracto de diclorometano de U. antarctica

El extracto metandlico, también fue sometido a Sephadex LH-20, para luego ser
fraccionado a través de cromatografia de fase reversa. Al corroborar por cromatografia de
capa fina (CCF) la presencia de metabolitos secundarios, estos fueron colectados de
acuerdo a su patrén TLC, para luego ser purificados por HPLC semipreparativo. De esta

purificacion se logro aislar 5 metabolitos (Figura 18).
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Figura 18: Metabolitos obtenidos del extracto metandlico de U. antarctica

3.2.1.1. Elucidacion estructural de los compuestos aislados

La elucidacion estructural de todos los compuestos fue mediante estudios de resonancia
magnética nuclear, principalmente mono-dimensional (RMN-H'). Las constantes

espectroscopicas para los valores de RMN-H! concuerdan con las descritas en la

literatura.'”
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'Tenuiorina: A partir del extracto metandlico se obtuvo un sélido cristalino blanco,

soluble en cloroformo (CHCIl;), acetona y DMSO. Férmula molecular CyH24010

(496.45). RMN-H' (CDCls, 400 MHz) & (ppm); 2.45 (3H, s, CHs-8), 2.54 (3H, s, CH-

8’), 2.58 (3H, s, CH3-8"), 3.89 (3H, s, CH30-9), 3.95 (3H, s, CHa0-9), 6.19 (1H, s, H-

4), 624 (111, s, H-6), 6.28 (1H, s, H-6”), 6.29 (1H, s, H-4”), 6.68 (1H, s, H-4"), 6.56 (1H,

s, H-6"), 10.0 (1H, s, OH-3"), 10.30 (1H, s, OH-3), 10.30 (1H, s, OH-5), 10.47 (1H, s,

OH-3").
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Acido giroférico: A partir del extracto metanolico se obtuvo un sélido cristalino blanco,

soluble en cloroformo (CHCI;), acetona y DMSO. Formula molecular Cz4H20010

(468.40). RMN-H! (DMSO, 400 MHz)  (ppm); 2.36 (3H, s, CH3-8), 2.36 (3H, s, CHs-

8"), 2.38 (3, 5, CH;-8"), 6.23 (1H, s, H-4), 6.23 (1H, s, H-6), 6.60 (1H, s, H-6"), 6.62

(1H, s, H-4™), 6.67 (1H, s, H-4"), 6.67 (1H, s, H-6"), 10.0 (1H, s, OII-3"), 10.30 (1H, s,

0H-3), 10.30 (1H, s, OH-5), 10.47 (1H, s, OH-3).
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Figura 20: RMN-H! Acido giroférico
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Acido lobarico: Aislado de ambos extractos (CH;Cl; y MeOH), este solido de color
blanco y de naturaleza cristalina, presento solubilidad en CHCIs, acetona y DMSO. Su
formula molecular fue CisHy705 (456.47). RMN-H! (CDCls, 400 MHz) ¢ (ppm); 0.75
(3H, s, CH3-5™), 0.75 (3H, 5, CH3-5""), 1.41 (2H, m, CHz-4"), 1.41 (2H, m, CH,-4""), 1.56
(2H, m, CH»-2""),1.73 (21, m, CHz-3"), 1.73 (2H, m, CH>-3""), 2.83 (2H, t, CH»-2"), 3.15
(2H, t, CH>-1°"), 3.91 (3H, s, CH;0-8), 6,75 (1H, d, H-3), 6,75 (1H, d, H-5), 6,78 (1H, s,

H-3"), 11.07 (1H, s, OH-2").
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Figura 21: RMN-H' Acido lobarico
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Acido dsnico: Aislado a partir de ambos extractos (CH;Cl; y MeOH), se obtuvo un sélido
cristalino de tonalidad amarilla, muy caracteristico a esta clase de metabolitos. La muestra
fue soluble en; CHCls, acetona y DMSO. Su férmula molecular fue Cis1607 (343.31).
RMN-H' (CDCl;, 400 MHz) 6 (ppm); 1.76 (3H, s, CH3-13), 2.11 (3H, s, CH3-9), 2.66

(3H, s, CH;-15), 2.68 (3H, s, CH3-8), 5.98 (1H, s, H-4), 13.31 (1H, s, H-8).
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Metil orselinato: A partir de los extractos de CH,Cl, y MeOH, se obtuvo un sélido
amorfo de color blanco, que fue soluble solubilizado en CHCls. Su formula molecular fue
Coll1004 (182.17). RMIN-H' (CDCl3, 400 MHz) § (ppm); 2.50 (3H, s, CH3-6), 3.93 (3H,

s, CH;0-7), 624 (1H, s, I1-3), 6.28 (1H, s, H-5), 11.72 (1H, 5, OH-2).
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Figura 23: RMN-H1 Atrarato de metilo
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3.2.1.2. Identificacion de los metabolitos por UHPLC-
Q/Orbitrap/ESI/MS/MS

El andlisis por UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS en modo negativo del extracto
metandlico dio como resultado la identificacién de 15 compuestos, descritos por primera
vez en esta investigacion (tabla 7). El peak 1 fue identificado como el 4cido orselinico
(ani6n molecular a m/z 167.0337) cuya fragmentacion produjo un anién a 123.0437. El
peak 2 fue tentativamente identificado como un derivado de la emodina, mostrando
valores de absorbancia UV 2 Amax 250, 284 y 312 nm, los cuales son caracteristicos de las
antraquinonas. En este mismo 4mbito, la molécula desprotonada ([M-H]") mostré un ion
principal en m/z 295.0234 e iones secundarios a valores de m/z 267.0284, 239.0335 y
211.0385. Teniendo en cuenta que este compuesto, mostréd una pérdida de 2CO mas las
consideraciones de una biosintesis, tentativamente el peak 2 serfa el “4,5-dihidroxi-9,10-
dioxo-9,10-dihidroantraceno-2,7-dicarbaldehido” (Figura 24). El peak 3 fue identificado
como el acido lecandrico, mostrando un valor de [M-H] m/z 317.0657. Los valores de los
iones secundarios respectivamente fueron [M-H — CgHsOs] , [M-H — CsHO4], ¥
[C/HZ001 (167.0339, 149.0231 y 123.0439 a.m.u., respectivamente). El peak 4 fue
identificado como un derivado no hidroxilado del 7,7'-bis(2,5,6,8-tetrahidroxi-3-
ethilnafta-2,6-quinona). El peak 5 con un jon [M-H] a m/z 497.0711 fue identificado
como 7,7-bis(2,5,6,8-tetrahidroxi-3-ethilnafta-2,6-quinona) el ion principal genera
importantes icnes de diagndstico MS a 347.0389 [M-H — CsHe¢Os]" y 197.0077 [M-H —
Ci16H1206]" confirman que se trata de una naftoquinona. El peak 6 con un [M-H] ion a

m/z 483.0911 fue identificado como el 4cido crustinico, y el peak 7 como el 4cido hiasico.

58




El peak 8 fue tentativamente identificado como un nuevo derivado del 4cido crustinico
(m/z 495.0908) el cual produce un ion MS? a m/z 299.0546, 255.0648 y 195.0285,
mostrando también valores de UV max a Amax 252.289 nm. El peak 9 fue identificado
como un nuevo tridépsido, basado en la siguiente informiacién: UV max a Anax 219, 269 y
305 nm; anién molecular [M-H] a m/z 453.0806 que esté de acuerdo con dos unidades de
4cido orselinico vinculados a una unidad de dcido resorcilico. Los principales iones hijos
MS de diagnastico fueron: [M-H — CisH1206], [M-I1 — CsH1006] y [M-H — C|5H1;07]-
(153.0179, 167.0336, y 149.0230 a.m.u., respectivamente). Finalmente, se propuso la
estructura del peak 9 como el dcido 3-((4-((2,4-dihidroxi-6 metilbenzoil) oxi)-2-hidroxi-
6-metilbenzoil)oxi)-5 hidroxibenzoico (Figura 25} todo basado en consideraciones
biosintéticas. ElI peak 10 [M-H] con unidén pseudomolecular m/z a 467.0961, fue
considerado como el 4cido giroférico, el cual también fue aislado e identificado (Figura
25), adicionalmente este compuesto mostro iones hijos a valores de m/z 317.0647,
167.0336, 149.0230 y 123.0438. El peak 11 fue identificado como un isémero del 4cido
giroférico (UV max a Amx 253, 270 y 305nm), cuyo anién molecular estaba a m/z
467.0960. la fragmentaci6n por parte de este ion genero iones a m/z 317.0647 [M-H —
CsHsO3],, 167.0336 [M-H — C16H1206], 151.0387 [M-H — C16H1207], y 123.0438 [M-H
— C17H120s], confirmando este tridépsido (Figura 25). El peak 12 y 13 fueron
tentativamente identificados como el 4cido 2,2'-O-dimetildivaricatico y Skyrin, basados
en los valores de la absorbancia UV y el ion [M-H] a m/z 415.1744 y 537.0799
respectivamente. El peak 14 fue identificado como el 4cido lobarico (anién molecular a

m/z 455.1712). La fragmentacion del peak 14 produjo iones a 411.1808 [M-H — CO.J,
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367.1909 [M-H — 2CO,], 352.1675 [M-H — 2CO,-CHa]', y 296.1049 [M-H — 2CO> —
CsHy;T. El peak 15 fue identificado como el 4cido Gisnico, el cual mostro un [M-HJ peak
a m/z 343.0803. sus principales iones secundarios de diagndstico fueron [M-H-CH;]", [M-
H-C,4H;0,] y [M-H-CsH;05] (328.0583, 259.0612 y 231.0663 w.m.a., respectivamente).
Segiin nuestra bisqueda estructural basada en SciFinder, los'compuestos identificados con

el peak: 2,8, 9y 11, se reportan por primera vez en esta investigacion. Para mayor detalle

Ver ancxo.

Tabla 7: Identificacién por UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS de los metabolitos presentes en el extracto metandlico
U. antarcticn
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Figura 24: Proporcion de los metabolitos identificados para el extracto metandélico de U.
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Figura 25: Metabolitos secundarios identificados del extracto metanélico U. antarctica
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3.2.2. Ramalina terebrata

Al igual que en la seccidn anterior, R. ferebrata fue extraida en primera instancia con
diclorometano y luego metanol. Los respectivos extractos finales dieron un peso de 12.7
g con un rendimiento del 8.46% para CH,Cl, y de 15:6 g con un rendimiento de 10.4%

para MeOH, todo en relacion al peso del liquen seco (tabla 8).

Tabla 8: Obtencién de Ios extractos para R. ferebrata

Tanto para el fraccionamiento del extracto de diclorometano como el metanélico, se
realizé la misma metodologia empleada anteriormente, es decir, para ambos extractos el
fraccionamiento se inicié con Sephadex LH-20, para finalizar con una cromatografia de
columna de silice gel (63-200 pm), a distintas mezclas de fase mévil.

Del extracto de CH,Cl, se logré aislar 4 compuestos, mientras que para el extracto
metandlico se aislaron los mismos 4 del extracto anterior mas ofros dos. A través de los
datos: de RMN-H' se logré elucidar las 6 estructuras moleculares (Figura 23), las que

fueron corroboradas con los datos descritos en la literatura.
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Figura 27: Metabolitos aislados de R. ferebrata

3.2.2.1. Elucidacion estructural de los compuestos aislados

La elucidacidn estructural de todos los compuestos fue mediante estudios de resonancia
magnética nuclear, principalmente mono-dimensional (RMN-H'"). Las constantes
espectroscopicas para los valores de RMN-H! concuerdan con las descritas en la

literatura[20].
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Parietina: A partic de ambos extractos, se obtuvo este sélido cristalino de color
anaranjado. Soluble en cloroformo (CHCl3), y DMSO. Su férmula molecular fue de
C 11206 (284.26). RMN-H' (CDCl3, 400 MHz) 6 (ppm): 2.45 (3H, s, CHs-3), 3.94 (3H,

s, CH50-6), 6.68 (1H, d, H-2), 7.26 (1H, d, H-4), 7.62 (1H, d, H-5), 12.1 (111, s, OH-1),

12.3 (1H, s, OH-5).
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Figura 28: RMN-H' Parietina
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Atrarato de metilo: A partir de ambos extractos, se obtuvo este sélido cristalino de color
blanco Soluble en cloroformo (CHCI3), y DMSO. Su férmula molecular fue de CyoH1204
(196.19). RMN-H! (CDCls, 400 MHz) § (ppm): 2.11 (311, s, CH3-6), 2.47 (3H, s, CH3-3),

3.93 (3H, s, CH;0-6), 6.27 (1H, s, H-5), 12.03 (11, 5, OH-2).
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Figura 29: RMN-H' Atrarato de metilo
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Inositol: A partir del extracto metandlico se obtuvoreste solido eristalino blanco, soluble
en cloroformo (CHCI;), acetona y DMSO. Formula molecular C¢HgOs (174.02). RMN-
H! (DMSO, 400 MHz) & (ppm): 3.37 (1H, s, OH), 3.54, (1H, s, OH), 3.57, (1H, s, OH),

3.66, (1H, s, OI), 3.78, (1H, s, OH), 3.91, (1H, s, OH).
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Figura 30: RMN-H' Inesitol

Los espectros de acido giroférico, acido lobarico y 4cido Usnico fueron descritos en la

seccion de U antarctica.
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3.2.2.2. Identificacion de los metabolitos por UHPLC-
Q/Orbitrap/ESI/MS/MS

El analisis por UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS en mode negativo del extracto
metandlico dio como resultado la identificacién de 22 compuestos, descritos por primera
vez en esta investigacion (tabla 9). 10 dcidos grasos del tipo tetrahidroxi (peak 1, 2, 3, 5,
7, 9, 10, 11, 13, 14), mas tres acidos grasos pentahidroxi (peak 4, 6 y 12), fueron
tentativamente identificados como 4cidos polihidroxi grasos, segin los datos reportados
por Huneck y Yoshimura. El peak 8 fue tentativamente identificado como dcido 4-O-
dimetil baemycesico, (m/z 359.0756) el cual genera un ion MS? a m/z 302.0417. Peak 15
con un valor de m/z 497.1065 fue identificado como el acido 3-hidroxiumbilicarico, st
jon secundario fue de 317.0652 [M-H — CsHzO4]". Peak 16 fue identificado como el dcido
giroférico el cual también fue aislado e identificado (Figura 24). El peak 17 y 19 [M-HJ
tenian el mismo ion a m/z 375.170 con diferentes tiempos de retencién base en el UHPLC
a 22.04 y 23.65 min respectivamente. Estos compuestos fueron identificados como el
cido pladiolico o el dcido pseudopladiolico. El peak 18 [M-H] con un ion a m/z
527.2290 fue identificado como el 4cido artoniaico. EI peak 20 fue identificado como el
4cido lobarico (ion molecular a m/z 455.1712). El peak 21 fue identificado como el dcido
lisnico, el cual mostr6 un peak [M-HJ a m/z 343.0803. los principales iones fragmentados
MS fueron [M-H —CHsT, [M-H —C4H;0.], v [M-H —CsH;03]" (328.0583, 259.0612 y
231.0663 a.m.u., respectivamente). El peak 22 fue identificado como la parietina (anién

molecular a m/z 283.0601).
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Tabla 9: Identificacién por UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS de los metabolitos presentes en el extracto metandlico
de R. ferebrata
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Figura 31: Proporcion de los metabolitos identificados para el extracto metandélico de R. ferebrata
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3.3. Ensayos antioxidantes

3.3.1. Determinacion del poder captador del radical libre DPPH

El poder captador del radical libre DPPII fue medido siguiendo el protocolo de Brad-
William et al., 1995[110], con algunas modificaciones. La cuantificacién del poder
captador del radical libre para todas las muestras se evalu6é mediante la determinacién de
la concentracién efectiva (ICsp), definiéndose como la concentracién de antioxidante
necesaria para reducir en un 50% la concentracion inicial del radical libre. Para ello, se
efectud el andlisis de la regresion lineal de la curva dosis respuesta entre el porcentaje la
actividad eliminacioén vs la concentracién de las muestras [pg/ml]. f’ara garantizar la
reproducibilidad del experimento todos los ensayos se realizaron por triplicado de
muestras. Los resultados del ensayo para el extracto de U. antarctica y R. terebrata se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 10: Actmdades DPPH extractos y metabohtos

1 Metiliorseli

Acido gélico

Ext R terebrata 7
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3.3.2. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC-FI)

El fundamento de la metodologia ORAC-F] se basa ¢n la habilidad que tienen los
compuestos con capacidad antioxidante para bloquear radicales libres por donacién de un
dtomo de hidrégeno. Para comprobar esto, se evalud la capacidad de apagamiento de los
radicales peréxilo midiendo el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de la sonda
producto de la oxidacion.

Los perfiles cinéticos del consumo de la sonda fueron monitoreados en un determinado
lapso de tiempo, a través de la excitacién de las muestras a una longitud de onda () de
485nm, m4s un filtro de emisién de A 528nm. La efectividad del posible antioxidante se
evalud en base a las dreas bajo la curva de la intensidad de la fluoresceina neta versus el

tiempo registrado. (Figura 28)
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PFigura 33: Decaimiento del consumo de Fl por efectos del radical peréxilo, en presencia del compuesto 2
estudiar y relacién del drea bajo Ia curva del decaimiento versus concentracién.
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Las actividades tanto de los extractos como de los metabolitos aislados se evaluaron en
base a la comparacion del estindar Trolox, el cual es un derivado hidrosoluble de la
vitamina E.

Para los extractos se determin6 la actividad en base a los micromoles (pmol) de
equivalentes de Trolox para 100 g de extracto seco. Mientras que para los metabolitos
purificados del respectivo extracto se determinaron mediante la equivalencia de la
molaridad (uM) de Trolox. A continuacién se muestra una tabla resumen de las

actividades evaluadas

Tabla 11: Actividades ORAC-FI extractos y metabolitos

pmol eq de trolox en 100g ext. seco
6 b 4

74




3.4. Produccion de proteina

3.4.1. Amplificaciéon y clonamiento del fragmento 4RMBD

La secuencia de hatd0 fue amplificada con el fin de poder clonar el fragmento de dominio
de union a microtitbulos de 4 repeticiones, (més conocido como fragmento 4RMBD) en
el respectivo vector de expresién pET-28a(+).

Para poder lograr esto, se disefiaron los partidores 4R forward y 4R reverse. Utilizando
como templado el vector pET-28a/htaud( y los partidores mencionados, se obtuvieron
bandas cercanas a los 310 bp, lo que corresponderia al esperado de la amplificacion. Los
productos de esta reaccién fueron purificados, mezclados y digeridos con las respectivas
enzimas de restriccion BamIil y Ndel, los que fueron ligados en el vector pET-28a(+). El
producto de ligacidén se denominé pET-28a/4RMBD (5723 bp), €l cual al igual que el caso
anterior también fue mandado a secuenciar para corroborar la presencia correcta del
fragmento en estudio. Como resultado de ligacion se obtuvo el vector pET-28a(-+) con la

secuencia del dominio 4RMBD.
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M1 2345 6 789

6000 bp
1000 hp 1078 bp
300 bp 310 bp

Figura 34: Anilisis electroforético de la digestién del vector pET-282/4RMBD
{(Ge! de agarosa al 1% con bromuro de etidio, donde M: ladder de peso molecular, 1: plasmido
sin inserto, 2 al 8: vector digerido con enzimas y M: ladder peso molecular.)

3.4.2. Expresion y purificacion de 4RMBD recombinante desde

cultivos de E. coli

La induccién de la expresion proteica por el sistema E. coli BL21(DE3)/pET-
28a(+)/4ARMBD, siguié las condiciones planteadas en la seccién de materiales y métodos.

Para la optimizacion del fragmento en estudio se determinaron las siguientes condiciones:

Tabla 12: Variables induccién
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3.4.3. Purificacion de la fraccion

El resultado de la purificacién del fragmento 4RMBD sobre expresado, se logré

determinar gracias al anilisis electroforstico de las fracciones eluidas. De la Figura 34, se

logrd evidenciar una banda cercana a la zona de los 16 kDa. Este valor se ajusta al peso

molecular real de 15.976 kDa del fragmento en estudio, predicho por la cadena compuesta

por 150 aminoécidos de longitnd.

Figura 35: Electroforesis en gel de SDS-PAGE al 15%
evidenciando Ia presencia del fragmente 4RMBD purificado

3.4.4. Estudio de la agregacién del fragmento 4RMBD in vitro

La evaluacién de la actividad anti-agregante se llevd a cabo mediante el ensayo de la

fluoresceina ThT, reportado por Pickhardt et al[91], con algunas modificaciones. El

ensayo se inicia con la induccién para la formacién de estructuras filamentosas del

fragmento 4RMBD en microplacas de 96 pocillos. Para ello se mezcl6: 49,5 uL de la

proteina a una concentracion de 40 pM, 45.9 pL de heparina 5 uM en acetato a 100 mM.

a pH 7,0, mas 1 pL del compuesto a estudiar solubilizado en DMSO a distintas
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concentraciones. La mezcla de todos estos reactivos dio una concentracién final 20 pM
por pocillo. Luego de esto, la placa se sella para incubarla a 37°C durante 20 hrs.
Transcurrido este tiempo se adicioné 100 pL de una solucién de ThT 25 mM y se continud
la incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la lectura de fluorescencia.
A continuacién, se midié la fluorescencia en un espectrofluorimetro Biotek HI con una
longitud de onda de excitacion a 440 nm y emision de 485 nm. Cada experimento se repitid

al menos tres veces y la fluorescencia de fondo se sustrajo cuando fue necesario.

Para el extracto MeOH de R. terebrata, el rango de concentracion testeado fue desde los
100 pg/ml hasta los 1000 pg/ml, tal como se aprecia en la figura 35. El grafico de barras
negras corresponde al control constituido netamente por la proteina agregada en un 100%
mas las condiciones de cultico (solventes, sales, buffer, inductor). Mientras que el grafico
de barras plomas demuestra el efecto que generd el extracto metandlico evitando casi en
un 100% la agregacién de tau. Con estos resultados se procedié al andlisis de los
metabolitos aislados de este extracto. De todos los metabolitos testeados-solo la parietina
(figura 36) demostrd tener una tendencia en torno a los efectos de dosis/respuesta del
efecto de la anti-agregacidn, por lo que nc; se consideraron en este estudio los resultados
del inositol, del atrarato de metilo v de los 4cidos Gsnico, lobarico y giroférico.

Los resultados en torno a la inhibicién de la agregacion van desde el 5% hasta

Aproximadamente el 75% para las concentraciones definidas.
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Figura 36: Actividad anti-agregante del extracto metanélico de R, ferebratq en comparacién al
respectivo control

OH o© OH

g

% H H

s

=0

z

&

s H,CO CH,
H 0 H

Concentration (pg/ml)

1 :
Figura 37: Actividad anti-agregante de Parietina en comparacién al respectivo control

De igual forma, que el extracto anterior, U. anfarctica fue analizado a un rango de
concentracién que varié desde los 100 pg/ml hasta los 1000 pg/ml., demostrando que si
posce una proporcién inversa en base al aumento de concentracién, El anlisis de los
metabolitos secundarios aislados arrojé solo la actividad moderada del tridépsido

Tenuiorina, testeado a una concentracién de los 5 pg/ml (10 pM) hasta los 50 pg/ml (100

uM).
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En la figura 37 se muestra la curva de tendencia dosis/respuesta por parte del extracto

metandlico de U antarctica, mas la actividad anti-agregante de Tenuiorina (Figura 38).
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Figura 38: Actividad anti-agregante del extracto metanélico de U. antarctica en comparacién al respectivo control
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Figura 39: Actividad anti-agregante de la Tenuiorina en comparacién al respectivo control
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Para tener una mejor interpretacién de estos resultados, se corroboré la actividad del
compuesto cometcial azul de metileno reportado por Hattori y col 2008. Cuyo ICso
equivale a 0,4-1uM. [103] )

N
JO OGN
Ny s \ﬁ/

Figura 40: Azul de metileno
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4. DISCUSION

A través de los cstudios con cromatografia liquida de ultra alta presién acoplada
espectroscopia de masa de alta resolucién junto con un detector de arreglo de diodos y en
modo negativo (UHPLC-PDA-Q/Orbitrap/MS/MS), se logrd por primera vez identificar
15 metabolitos para el extracto metandlico de U. Antdrctica, de los cuales el derivado de
la emodina (peak 2); el derivado del dcido crustinico (peak 8); el 4cido 3-((4-((2,4-
dihidroxi-6-methilbenzoil)oxi)-2-hidroxi-6-methilbenzoil)oxi)-5-hidroxibenzoico (peak
9) y el isomero del 4cido giroférico (peak 11) segiin nuestra bﬁsqllleda estructural basada
en SciFinder, se reportan por primera vez en esta investigacién. Ademas de esto, los
resultados obtenidos indican que los metabolitos presentes que en el extracto metandlico
son solo de 5 tipos de familias fenélicas. De ellos destacd la presencia de los dépsidos con
un 53%, las depsidonas con un 27%, los dibenzofuranos y arométicos simples con un 7%
cada uno y las antraquinonas con un 6%. Este hecho corrobora lo expuesto en la seccion
3.2.1.2 (Figura 23). En este mismo ambito para el extracto metandlico de R. ferebrata,
también se reportd por primera vez la presencia de 22 metabolitos, los cuales se
encontraban en proporciones totalmente distintas a las esperadas (como en el caso de U.
antdrctica). Bl anélisis arrojé que del total de los 22 compuestos identificados, el 53% son
acidos alifaticos, el 18% son dépsidos, el 14% dibenzofuranos, el 5% depsidonas y solo

el 4% son antraquinonas (Figura 30).

Finalmente, en base a los resultados expuestos para ambas especies, se puede deducir que

la cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de masa es una metodologia
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excepcional, poderosa y ripida, para el anlisis de los compuestos fendlicos en muestras

bioldgicas.

Mediante el ensayo del ORAC-FI se evalud la capacidad antioxidante de los 8 metabolitos
aislados de ambas especies. Los resultados demostraron cque solo el 4cido giroforico, la
tenuiorina, el 4cido lobarico y el inositol tuvieron actividad. El resto de los metabolitos no
pudieron ser testeados dado que presentaban solubilidades parciales en el buffer de
fosfato. El compuesto que presenté mejores resultados fire el dcido giroforico > seguido
del acido lobarico > seguido de la tenuiorina y finalmente seguido del inositol. Sobre la
base del mecanismo de inactivacién de radicales libres la metodologia ORAC mide la
capacidad de un antioxidante para neutralizar o “apagar™ los radicales libres mediante la
donacidn de un dtomo de hidrogeno. En base a esta informacién mds lo éxpuesto en el
marco tedrico, nuestros resultados tienen mucha légica debido a que por un lado el 4cido
girofrico es el dépside que posee mds grupos fendlicos (4 OH), de los cuales solo uno no
se encuentra con ningiin tipo de impedimento o esta interactuando con algin grupo
funcional, como lo demuestra el resto de los metabolitos en los cuales todos sus grupos
fenolicos estan formando puentes de hidrogeno con los respectivos carbonilo del enlace
éster. Este hecho fundamental podria ser la razdn por la cual el resto de los metabolitos
presentan una gran disminucion entorno a sus actividades. Con valores que bordean el
80%. Para el caso de los extracto metandlicos, la especie R. terebrata mostré tener casi el -~

doble de actividad que U. antarctica. si analizamos la composicién de sus exfractos (figura
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23 y 30) se puede llegar a la deduccién que en esta metodologia los compuestos de
caricter no fendlico estarian cumpliendo un rol primordial en la actividad.

Para poder abarcar el otro mecanismo implicado en la determinacién de la capacidad
antioxidante, se realizo la cuantificacion del poder captador del radical libre DPPH, debido
a la validacion de sus resultados con antioxidantes estandarizados. Mediante Ila
determinacién de Ja concentracion efectiva (ICsq) se comprobd la capacidad antioxidante
de solo 6 de los 8 metabolitos aislados. El compuesto que tuvo mejores resultados fue el
4cido giroférico > seguido de la tenujorina > luego el acido giroférico > seguido de la
parietina > el acido Gsnico y finalmente el metil orselinato.

Por otro lado, el extracto metandlico de U. antarc:tica fue superior al extracto metandlico

de R. terebrata y al resto de los metabolitos.

En primera instancia, hay que sefialar que la expresién de la proteina tau (4RMBD) a
partir de los cultivos de E. coli, fue una técnica favorable desde ¢l punto de vista de la
reproducci6n, y eficiencia con respecto a los rendimientos obtenidos en el aislamiento de
este fragmento. Este hecho queda de manifiesto en el grado de pureza presentado por parte
de la proteina en el andlisis electroforético (Figura 34). Por otro lado, mediante el ensayo
de 1z fluorescencia con tioflavina (ThT) in vitro, se siguid la cinética de formacién de
agregados de tau in vitro. Para ello se utiliz6 la metodologfa d(;scrita por Pickhardt y
col[91] mas algunas modificaciones. Hay que sefialar que el uso de heparina como
inductor polianiénico de la agregacion de tau es el método mas empleado y validado para

el estudio de compuestos con capacidades anti-agregantes. La formacién de los agregados
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en presencia de este inductor, se postula que generarfa efectos electroestaticos, los que de
alguna manera influyen en la estructura random coil de tau monomérico, induciendo su
reestructuracién en agregados ricos en sabana f. (Sin embargo, no se conoce con exactitud

como se desarrolla este proceso in vitro).

En este trabajo, si se logré la induccién de la agregacién de tau in vitro hecho que fue
corroborado en los respectivos controles positivos de los ensayos realizados. Inicialmente
fue testeado el extracto metanélico de R. terebrata a un rango de concentracién que vario
desde los 100 pg/ml hasta los 1000 pg/ml. Los resultados obtenidos sefialan que a una
concentracion de 1000 pg/ml la actividad inhibitoria frente al proceso de agregacion de la
proteina tau era casi completa (Figura 35). En base a estos resultados se decidié evaluar
los metabolitos aislados de este extracto. De ellos sélo la parietina logrd inhibir la
agregacién a un rango de concentracién desde 3pg/ml (10pM) hasta los 28pg/ml
(100puM). A esta filtima concentracién, los resultados muestran un 75% de inhibicidn
frente a la agregacion de la proteina. Ademas, se logran apreciar efectos de dosis respuesta
por parte de este compuesto. De igual forma que R. terebrata, el extracto de U. antarctica
fue trabajado a un rango de concentracion que varié desde los 100 pg/ml hasta los 1000
ug/ml. Los resultados para este extracto demuestran que su concentracion maxima logra
inhibir un 52.5% de la agregacion junto con una correlacion positiva de dosis/respuesta.
La evaluacién de los metabolitos aislados arrojo solo la baja actividad de la Tenuiorina
con una inhibicién maxima de un 55% a una concentracion de 50 pg/ml equivalente a 100

M.
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Para ambas especies se logra deducir, por un lado que las actividades anti-agregantes
estén dadas por el conjunto de los metabolitos. Ademés, queda reflejada la importancia de
los metabolitos minoritarios en las actividades, hecho que se ve reflejado la parietina que
fue el compuesto con mejor actividad anti-agregante, a su vez fue el de menor proporcion,

presentando solo-un 4% de la totalidad del en el extracto metandlico de R. ferebrata.
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5. CONCLUSION

El fraccionamient(; realizado al extracto metandlico de Umbillicaria antarctica
permitio aislar e identificar un total de 5 metabolitos: el dcido giroforico, el Acido
visnico, el acido lobarico, el metil orselinato y la tenuiorina. En este mismo
dmbito para el extracto metanélico de R. ferebrata se lograron aislar 6 metabolitos:
la parietina, el atrarato de metilo, el inositol, el 4cido giroférico, el dcido

Wisnico y el dcido lobarico (Todos ellos individualmente ya estan reportados).

El anélisis realizado al extracto metandlico de U. antarctica por UHPLC-
Q/Orbitrap/ESI/MS/MS, permitié por primera vez la identificaciéon de 15
metabolitos para esta especie. Ademas, de acuerdo a nuestra revisién bibliografica,
el derivado de la emodina, el derivado del 4cido crustinico, el acido 3-((4-((2,4-
dihidroxi-6-methilbenzoiljoxi)-2-hidroxi-6-methilbenzoil)oxi)-5-hidroxibenzoico
y el isémero del 4cido giroférico, son nuevos por lo que por primera vez serian
reportados en esta investigacioén. De igual forma, el estudio realizado al extracto
metandlico de Ramalina terebrata también permitié identificar por primera vez

la presencia de 22 metabolitos, los cuales individualmente ya estdn reportados.

Para el ensayo ORAC-FI solo 4 de los 8 metabolitos asilados presentaron

actividades. El compuesto que tuvo mejores resultados fue el Acido giroférico >

seguido del dcido Iobarico > seguido de Ja tenuiorina y finalmente seguido del
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inositol. Por otro lado el extracto metanélico de R. terebrata fue superior al

extracto metandlico de U. antarctica.

Para el ensayo del DPPH solo 6 de 8 metabolitos presentaron actividades. El
compuesto que tuvo mejores resultados fue ¢l dcido giroférico > seguido de la
tenuiorina > seguido del 4cido lobarico > seguido de la parietina > seguido del
acido tisnico y finalmente segnido del metil orselinato. Por otro lado el extracto

metandlico de U. antarctica fue superior al extracto metandlico de R. terebrata.

En los dos ensayos antioxidantes empleados, quedé demostrado que los Dépsidos

tienen mejor actividad antioxidante que las Depsidonas.

Se logré expresar, purificar y cuantificar de forma exitosa el fragmento 4RMBD

de la proteina tau, asf como la induccion de la agregacion esta mediante heparina.

Del screening realizado a los metabolitos, solo la parietina y la tenuiorina
lograron inhibir la agregacion en base a la correlacidn positiv;l de dosis/respuesta.
De ellas fa parietina fue la que presentd los mejores resultados. Del mismo modo,
el extracto metandlico de R. ferebrata fue superior al extracto metanélico de UL

antarctica (e inclusive a los dos metabolitos aislados).
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e Se logré demostrar de que la actividad antioxidante no estd relacionada en su
totalidad a la actividad anti-agregante in vitro, sino que més bien ésta depende del
efecto sinérgico de todos los constituyentes del extracto por muy minoritarios que

scarl.
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